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内 容 提 要 


本 书 共 分 11 部 分 ,分 别 对 染色 体 结构 .DNA 的 复制 形式 与 特点 .DNA 的 转 座 .遗传 密码 的 破译 、 蛋 白质 的 合 
成 和 运转 ,基因 表达 调控 的 原理 , 瘤 症 与 瘤 基因 活化 .免疫 缺损 病毒 CHIV) 的 分 子 机 制 等 现代 分 子 生 物 学 中 的 重大 
问题 做 了 全 面 系统 的 分 析 。 其 中 第 一 ,二 章 介绍 了 分 子 生物 学 、 染 色 体 与 DNA 的 基本 概念 ,第 三 至 四 章 回 顾 了 从 
DNA 到 RNA 以 及 从 mRNA 到 蛋白 质 的 生物 信息 流 ,第 七 至 八 章 叙 述 了 参与 原核 . 真 核 细胞 基因 表达 调控 的 各 种 
元 件 ,探讨 7 DNA 甲 基 化 、 蛋 白质 磷酸 化 .乙酰 化 修饰 及 各 种 不 同 环境 因子 对 基因 活性 和 功能 的 影响 ,第 九 至 十 章 
讨论 了 疾病 与 人 类 健康 .基因 与 发 育 等 重要 生命 现象 的 分 子 生物 学 基础 ,第 十 一 章 则 讨论 了 基因 组 学 与 比较 基因 
组 学 研究 的 最 新 成 果 。 此 外 ,本 书 还 在 第 五 ,六 两 章 讨 论 了 主要 分 子 生 物 学 实验 的 技术 和 原理 。 

本 书 可 供 高 等 院 校生 物 科 学 和 生物 技术 专业 的 教师 和 学 生 使 用 ,也 可 作为 相关 专业 研究 人 员 的 参考 书 。 
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当 你 进入 实验 室 时 ， 要 像 脱 去 处 衣 那 样 放 
下 你 的 想象 力 ， 因 为 实验 操作 中 不 能 有 一 丁点 
儿 的 想象 ， 否 则 ， 你 对 事物 的 观察 就 会 受 影 
响 ;， 当 你 翻 开 书 二 的 时 候 ， 你 又 必须 尽 可 能 展 
开 想 象 的 “ 疯 膀 ”， 否 则 ， 你 就 不 可 能 走 在 别 
人 的 前 面 。 


我 上 小 学 的 时 候 , 有 一 名 话 特 别 风 行 , 叫 做 “学 好 数理 化 , 走 
遍 天 下 都 不 怕 ”! 当然 ,这 话 在 “文革 "的 十 年 浩劫 中 与 另 一 句 同样 
广泛 传播 的 但 语 “ 龙 生 龙 , 凤 生 凤 ,老鼠 生 儿 会 打 洞 ”一道 受到 严 
厉 的 批判 ,前 者 的 罪名 是 “鼓励 走 白 专 道 路 ", 后 者 的 罪名 则 是 “ 宣 
扬 资产 阶级 血统 论 "。 现 在 看 来 ,“ 老 鼠 生 儿 会 打 洞 " 可 能 是 生物 学 
上 一 个 永恒 的 命题 ， 老 鼠 特 有 的 DNA 决定 了 它们 的 本 能 和 生物 
学 本 质 。 一 只 老鼠 ,要 是 生 而 不 能 打 洞 , 它 的 生存 必 将 受到 巨大 的 
威胁 ,甚至 不 太 可 能 活着 离开 父母 的 洞穴 。 

确实 ,直到 20 世纪 后 半 叶 ,或 者 大 致 说 直到 整个 20 世纪 结 
束 以 前 ,世界 上 的 主要 声音 都 是 “科学 推动 社会 进步 ,都 认为 科 
学 (特别 是 自然 科学 ) 是 保证 人 类 社会 长 期 兴旺 发 达 的 最 强大 的 
动力 。 即 使 在 20 世纪 30 至 40 年 代 ,中国 处 于 军 几 混战、 外 寇 入 
侵 、 尸 横 遍 野 、 民 不 聊 生 的 凄惨 境地 ,革命 先驱 们 用 以 唤起 普通 民 
众 的 口号 仍 是 “ 德 先 生 (democracy)” 和 “ 赛 先生 (science)"( 前 者 意 
为 “民主 ”, 后 者 意 为 “科学 ”)。 

但 是 ,对 于 地 球 一 一 我 们 的 母亲 来 说 ,科学 其 实 更 多 地 扮演 
了 掠夺 者 、 破 坏 者 的 角色 。 在 过 去 的 一 二 百年 里 ,科学 得 到 了 突 飞 
猛 进 的 大 发 展 ,而 我 们 的 家 园 也 在 这 一 时 期 遭 到 了 史无前例 的 大 
破坏 。 电 能 和 动力 机 车 的 发 现 为 化 石 灼 料 的 大 规模 挖掘 利用 英 定 
了 基础 , 潜 滚 向 前 的 车 轮 、 工 厂 的 锅炉 以 及 民居 的 取暖 设施 所 大 
放 的 一 氧化 碳 、 二 氧化 碳 和 二 氧化 硫 是 导致 全 球 性 气候 变 暖 的 罪 
魁 祸首 ;炸药 以 及 稍 后 发 现 的 核 裂 变 、 核 聚变 理论 则 成 为 战争 狂 
人 征服 世界 的 工具 。 虽 说 没有 科学 做 后 盾 ,一 棍 一 棒 、 一 刀 一 石 也 
能 杀人 ,也 能 演变 成 战争 ,但 肯定 不 至 于 像 现 在 这 样 动 辆 多 少 万 


加 芝 


”十 刀 第 三 版 前 言 = = 
吨 级 的 炸药 , 炸 你 个 遍地 开花 (! ) 没 商量 。 此 外 ,化 肥 、 农 药 、 塑 料 制品 等 数 不 胜 
数 的 科技 成 果 在 拓展 人 类 生存 空间 、 创 造 经 济 效益 和 生活 便利 的 同时 ,也 以 令 
人 难以 置信 的 速度 污染 了 环境 ,在 不 经 意 间 剥夺 了 子孙 后 代 生 存 繁衍 的 机 会 。 

若干 年 前 ,我 曾 应 邀 参 加 美国 某 著 名 大 学 举办 的 一 次 学 术 年 会 ,有 学 者 做 
报告 指出 ,对 地 球 生物 团 而 言 ,一 共 只 有 三 类 物种 :植物 ,微生物 和 其 他 。 不老 得 
很 ,人 类 ,骄傲 的 人 类 ,只 能 归属 到 “其 他 "一 族 。 当 时 倍 觉 情 然 。 现 在 想起 来 ,这 
个 划分 虽然 有 以 偏 概 全 之 嫌 , 但 确实 有 深层 次 的 含义 。 因 为 我 们 对 地 球 基本 没 
有 正 向 的 贡献 ,没有 给 予 , 只 有 索取 ,无穷 无 尽 的 索取 。 在 人 类 历史 的 长 河中 ,我 
们 追求 从 “必然 王国 "向 “自由 王国 "的 进步 , 吹 趾 如 何 “ 认 识 世 界 "“ 改 造 世界 ”， 
其 目的 却 似乎 永远 只 有 一 个 :把 地 球 改 造 得 更 适合 人 类 居住 和 生活 ,顺便 把 废 
水 和 垃圾 杂 物 或 公开 或 悄悄 地 投入 大 江 大 海 .山沟 各 网 里 ,很 少 意识 到 应 该 为 
地 球 ,为 我 们 生存 的 大 环境 做 些 什么 。 

或 许 有 人 说 ,21 世纪 是 生命 科学 的 世纪 。 因 为 ,数学 、 物 理学 等 实证 科学 
(exact science ) 的 进步 不 但 带 来 了 人 类 社会 的 物质 文明 ,也 带 来 了 人 口 膨 胀 、 环 
境 污染 .疾病 猩 儿 能源 资源 匮乏 .生态 平衡 破坏 等 一 系列 前 人 所 没有 预料 到 的 
问题 ,而 生命 科学 有 可 能 成 为 解决 这 些 问题 的 突破 口 。 从 20 世纪 下 半 叶 开始 ， 
人 类 社会 已 经 从 崇尚 实证 科学 逐步 转变 为 注重 分 析 科 学 (analytical science ) , 包 
括 生 物 学 计算机、 信息 科学 材料 科学 和 环境 、 生 态 ,资源 保护 等 研究 ,注重 人 
文科 学 ,强调 “和 谐 社会 "(这 里 首先 指 人 与 地 球 大 环境 的 和 谐 )。 没 有 这 个 “和 
谐 ", 人 类 社会 的 持续 发 展 就 可 能 成 为 泡影 。 

基于 上 述 思考 ,本 书 在 第 3 版 修订 中 突出 强调 了 分 子 生 物 学 的 实验 技术 和 
原理 ,在 “疾病 与 人 类 健康 "一 章 中 增加 了 关于 人 禽 流感 和 严重 急性 呼吸 系统 综 
合 征 (SARS) 分 子 机 制 的 讨论 。 根 据 学 科 发 展 的 最 新 动态 ,对 第 11 章 ( 原 第 10 
章 ) 基因 组 与 比较 基因 组 学 "做 了 较 大 规模 的 修改 和 充实 。 考 虑 到 最 近 十 多 年 
来 RNA 研究 持续 升温 ， 这 一 版 增加 了 主要 从 事 RNA 研究 的 郑 晓 峰 为 第 三 作 
者 ,由 她 负责 对 第 2~4 章 进 行 修改 。 李 数 仍 然 负 责 与 疾病 和 发 育 相关 的 第 9~10 
章 。 全 书 其 他 章节 的 修改 均 由 朱玉 贤 完 成 。 

要 真正 学 好 、 和 弄 懂 分 子 生 物 学 这 门 重要 的 实验 科学 ,除了 在 书本 上 下 工夫 ， 
理解 并 掌握 其 基本 规律 之 外 ,一 定 要 善于 跟踪 和 研究 最 新 的 科技 文献 ,因为 这 
些 新 发 现 \ 新 进展 往往 对 于 诠释 学 习 中 磁 到 的 疑难 问题 有 着 举一反三 、 画 龙 点 
睛 的 作用 。 此 外 ,实验 操作 是 掌握 分 子 生物 学 精 峰 的 主要 途径 ,经 常 动手 做 实 
难 或 设计 一 些 新 的 实验 程序 ,往往 能 起 到 事半功倍 的 效果 。 和 希望 读者 、 特 别 是 
广大 青年 学 生 ,逐步 拥有 新 的 科学 意识 ,在 追求 科学 真理 、 实 现 远 大 抱负 “不 
怕 " 面 对 人 生 之 旅 的 同时 ,学 会 “ 换 位 思考 ", 用 尊 冤 、 崇 尚 和 感 思 的 眼光 看 待 大 
自然 ,让 地 球 母 亲 在 科学 的 呵护 下 生生 不 息 ! 只 有 这 样 ,科学 才能 不 断 得 到 发 扬 
光大 ! 


朱玉 贤 
2007 年 2 月 17 日 写 于 蔽 园 


分 子 生 物 学 (Molecular Biology ) 是 研究 核酸 等 生物 大 分 子 的 
功能 .形态 结构 特征 及 其 重要 性 和 规律 性 的 科学 ,是 人 类 从 分 子 
水 平 上 真正 揭 开 生物 世界 的 奥秘 ,由 被 动 地 适应 自然 界 转向 主动 
地 改造 和 重组 自然 界 的 基础 学 科 。 因 为 分 子 生 物 学 所 关心 的 既 不 
是 存在 于 生物 体内 的 每 一 种 分 子 ,也 不 是 每 一 种 大 分 子 , 它 所 关 
心 的 主要 是 核酸 在 细胞 生命 过 程 中 的 作用 ， 包 括 核酸 本 身 的 复 
制 、 保 存 以 及 基因 (核酸 大 分 子 中 最 基本 的 功能 单位 ) 的 表达 与 调 
榨 规 律 ,所 以 ,这 门 学 科 其 实 应 该 被 叫做 核酸 生物 学 (Biology of 
Nucleic Acid)。 当 年 的 学 者 们 为 了 图 省 事 或 者 图 新 鲜 , 就 发 明了 
现在 这 个 名 词 。 尽 管 不 十 分 贴切 , 却 是 言 简 意 赎 ,容易 被 接受 和 传 
播 ,非常 符合 新 兴 大 众 传媒 学 的 口味 。 一 旦 被 炮制 出 来 ,这 个 学 科 
名 就 不 肥 而 走 , 深 入 人 心 , 再 也 无 法 改变 了 。 

追根 寻 源 ， 分 子 生物 学 研究 可 能 起 源 于 德国 。1869 年 ,Mi- 
escher 首次 从 莱 芮 河 驯 鱼 精子 中 提取 了 DNA。1910 年 ,Kossel 第 
一 次 分 离 获得 单 核 车 酸 , 揭 开 了 核酸 研究 的 序幕 。 可 以 把 这 短 短 
的 130 多 年 大 致 分 为 前 后 两 个 时 期 。1940 年 以 前 属于 英 基 阶段 ， 
通过 孟 德 尔 、 摩 尔 根 等 人 的 努力 ,科学 家 开始 认识 生命 遗传 的 分 
子 基础 。1940 年 以 后 ,在 Griffith 与 Avery 等 人 关于 非 致 病菌 发 生 
遗传 转化 的 实验 Hershey 与 Chase 证 实 DNA 是 遗传 物质 的 实验 
基础 上 ,Watson 和 Crick 提出 了 DNA 反 向 平行 双 螺 旋 的 结构 模 
型 ,Jacob 和 Monod 则 提出 了 阅 明 原核 基因 表达 调控 的 操纵 子 学 
说 ,分 子 生物 学 迅速 进入 了 大 发 展 时 期 。 时 至 今日 ,这 一 学 科 已 经 
成 为 全 世界 生命 科学 乃至 整个 自然 科学 的 主流 ,因为 只 有 用 分 子 
手段 才能 研究 和 解答 生命 科学 每 一 个 分 支 中 的 根本 性 问题 ,使 人 


并 


吕 厦 ”第 二 版 前 言 
类 掌握 主动 改造 自然 界 的 利 剑 , 迎 来 生物 学 研究 的 新 时 代 。 

1991 年 ,本 书 的 主要 作者 朱玉 贤 回 国 时 ,国内 尚 无 系统 性 的 分 子 生 物 学 教 
材 。 那 时 ,我 国 高 校 中 还 存在 是 否 应 为 本 科 生 开设 “分 子 生 物 学 "课程 的 争论 。 但 
是 ,世界 上 大 多 数 发 达 国 家 的 大 学 里 已 经 有 了 这 门 课程 。 作 者 相信 ,有 必要 用 现 
代 生 物 学 研究 中 最 先进 、 最 精彩 的 知识 和 技术 来 武装 自己 的 学 生 , 以 帮助 他 们 
从 分 子 水 平 上 认识 生命 的 本 质 , 为 毕业 后 参与 尖端 科学 研究 创造 条 件 。 为 此 ,我 
们 决定 写 一 本 能 综合 生命 科学 在 分 子 水 平 上 所 取得 的 研究 成 果 、 所 发 现 的 基本 
规律 与 原理 .所 提供 的 新 思维 、 新 方法 的 教科 书 ,为 培养 分 子 生 物 学 专业 人 才 并 
规范 我 国 的 研究 生 入 学 考试 打 基 础 。 

1997 年 ,《 现 代 分 子 生物 学 》 第 一 次 出 版 发 行 。 北 京 大 学 根据 原 国 家 教委 的 
文件 精神 举办 了 第 一 届 人 全国“ 现代 分 子 生物 学 教学 研讨 会 ”, 包 括 北 京 大 学 、 清 
华 大 学 ,复旦 大 学 、 中 山大 学 南京 大 学 .南开 大 学 和 中 国 科 技 大 学 等 全 国 重 点 
院 校 在 内 的 30 多 所 高 校 派出 45 名 骨干 教师 参加 了 研讨 会 。 会议 除 交流 现代 分 
子 生 物 学 课程 的 教学 方法 .切磋 教学 经 验 之 外 ,重点 讨论 了 现代 分 子 生物 学 的 
教学 大 纲 和 范畴 ,讨论 了 以 {现代 分 子 生物 学 》 为 基本 教材 进行 本 科 生 和 研究 生 
教学 的 可 行 性 。 到 2001 年 ,本 书 已 连续 重印 6 次 ,发 行 4 万 余 册 ,成 为 国内 许多 
高 等 院 校本 科 生 或 研究 生 的 主要 教材 。 台湾 艺 轩 图 书 出 版 社 还 在 台湾 和 香港 两 
地 发 行 了 繁体 字 版 本 ,扩大 了 本 教科 书 在 世界 上 的 影响 。 根 据 研讨 会 的 精神 ， 
《现代 分 子 生物 学 》 第 二 版 增加 了 果 蝇 体 节 发 育 癌症 和 艾滋 病 的 发 生发 展 等 内 
容 , 删 去 了 第 一 版 中 有 关 植 物 分 子 生 物 学 的 大 部 分 章节 。 新 版 本 仍然 分 为 十 章 ， 
分 别 对 染色 体 结 构 .DNA 的 复制 形式 与 特点 .DNA 的 转 座 、 遗 传 密码 的 破译 、 蛋 
白质 的 合成 和 运转、 基因 表达 调控 的 原理 ,癌症 与 癌 基 因 活 化 免疫 缺损 病毒 
(HIV ) 的 分 子 机 制 等 重大 问题 作 了 全 面 系 统 的 分 析 ,其 中 第 三 至 九 章 以 较 大 篇 
幅 叙 述 了 参与 原核 、 真 核 细 胞 基因 表达 调控 的 各 种 元 件 ,探讨 了 DNA 甲 基 化 、 
蛋白 质 磷酸 化 及 各 种 不 同 环境 因子 对 基因 活性 和 基因 功能 的 影响 ,第 十 章 则 讨 
论 了 基因 组 学 与 比较 基因 组 学 研究 的 最 新 成 果 。 

虽然 我 们 在 这 次 修订 过 程 中 力求 全 面 、 完 整地 反映 分 子 生物 学 各 领域 的 最 
新 进展 ,但 面 对 浩如烟海 的 文献 资料 ,加 上 作者 本 人 的 水 平和 能 力 有 限 , 归 纳 成 
书后 朴 漏 及 错误 之 处 肯定 不 少 , 肌 切 希望 读者 提出 批评 指正 。 我 们 将 在 教学 研 
究 的 过 程 中 不 断 修 正 并 完善 本 教材 ,使 之 成 为 广大 青年 学 生成 长 道路 上 的 伴侣 
和 助手 。 


朱玉 贤 
2002 年 2 月 15 日 写 于 北大 蓝 旗 营 


本 世纪 初 以 来 ,生命 科学 所 取得 的 巨大 成 就 和 进步 ,不 但 使 
生物 学 这 门 古老 的 学 科 焕 发 了 青春 ,也 使 它 在 自然 科学 中 的 地 位 
发 生 了 革命 性 的 变化 。 同 时 ,生物 学 革命 也 为 物理 学 、 数 学 、 化 
学 .信息 科学 材料 与 工程 科学 注入 了 大 量 新 鲜血 液 ,提出 了 数 
不 胜 数 的 新 问题 、 新 概念 和 新 思路 。 它 在 各 个 科学 之 间 广 泛 湛 
透 ,相互 交叉 ,相互 作用 , 极 大 地 推动 了 科学 的 发 展 。 种 种 迹象 表 
明 ， 生 物 学 已 经 成 为 带头 学 科 之 一 ， 领 导 着 世界 科技 大 军 走向 
2000 年 。 

可 以 说 ,任何 自然 科学 研究 都 没有 比 人 类 彻底 认识 自己 ,了 
解 自己 , 找 出 解决 自身 所 面临 的 人 口 膨胀 .粮食 短 缺 环境 污染 、 
疾病 猎 狐 能 源 资 源 苞 乏 、 生 态 平 衡 被 破坏 及 生物 物种 消亡 等 
一 系列 问题 更 为 重要 、 更 为 迫切 ,因而 更 具有 吸引 力 。 加 强生 
物 学 研究 ,从 分 子 水 平 、 细 胞 水 平 个体 和 群体 水 平等 不 同 层 
次 深入 探索 生命 与 自然 的 奥秘 ， 全 面 改 造 和 改良 我 们 的 生存 
环境 与 生存 质量 ,正在 日 益 成 为 世界 上 千 百 万 有 识 之 士 的 共 
同 愿望 ,成 为 历史 的 潮流 。 分 子 生物 学 作为 生物 学 科 最 新 兴 、 
最 具 活 力 的 科学 ,在 推动 我 国 科 学 事业 的 发 展 、 推 动 生物 工 
程 产业 的 晶 起 、 推 动 国民 经 济 持续 高 速 发 展 等 方面 均 有 着 举 
足 轻重 的 影响 。 

落后 就 要 挨打 ,就 要 受 人 军 制 。 没 有 强大 的 分 子 生物 学 基础 
研究 ， 我 们 就 不 可 能 在 生物 工程 这 个 21 世纪 的 龙头 产业 中 占有 
一 席 之 地 ,就 不 可 能 与 世界 列强 平等 对 话 。 知 识 就 是 力量 ,就 是 财 
富 ! 谁 拥 有 了 先进 的 科学 技术 , 谁 就 拥有 了 在 世界 上 立 于 不 败 之 
地 的 法 宝 。 衷心 地 祝愿 我 国 的 科学 教育 事业 乘 改革 开放 之 强劲 东 


人 


本 本 第 一 版 序言 一 = 
风 , 跃 马 扬 甘 自 奋 足 ,以 更 快 的 速度 向 更 高 更 新 的 目标 前 进 ! 衷心 地 希望 《现代 
分 子 生 物 学 》 能 成为 广大 青年 学 生 和 科技 工作 者 迈 向 分 子 生 物 学 暴 堂 的 钥匙 


和 助手 ! 
[4 
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引言 
分 子 生物 学 简 史 
分 子 生物 学 的 主 
要 研究 内 容 


1.1 引言 


现代 生物 学 研究 的 目标 是 要 在 分 子 水 平 上 阐明 细胞 活动 的 
规律 ,揭示 生命 的 本 质 。 从 20 世纪 40 年 代 开 始 ,无 数 生 命 科学 家 
用 他 们 的 智慧 和 汗水 ， 赢 得 了 20 世纪 自然 科学 最 伟大 的 革 
命 一 一 揭 开 生物 遗传 的 谜底 。 随 着 DNA 的 结构 与 功能 .RNA 在 蛋 
白质 合成 中 的 作用 、 蛋 白质 的 结构 与 功能 、 遗 传 密码 及 基因 表达 
调控 的 本 质 等 被 相继 阐明 ,人 类 开始 了 从 生物 学 的 必然 王国 向 自 
由 王国 的 过 渡 。 分 子 水 平 的 生物 学 研究 ,正在 越 来 越 多 地 影响 着 
各 个 传统 生物 科学 领域 ,如 组 织 学 、 细 胞 学 、 解 剖 学 .胚胎 学 .遗传 
学 ,生理 学 和 进化 论 。 本 书 将 尽 可 能 系统 性 地 提供 有 关 现代 分 子 
生物 学 各 分 支 的 基本 理论 和 主要 实验 依据 ,本 章 首 先 介绍 现代 生 
物 学 的 历史 背景 和 主要 人 物 , 并 简单 讨论 人 类 对 遗传 的 最 基本 单 
位 一 一 基因 化 学 本 质 的 认识 过 程 。 


1.1.1_ 创 世 说 与 进化 论 


多 少年 来 ,人 们 常常 会 反复 提出 3 个 与 生命 和 一 切 生 物 学 现 
象 有 关 的 问题 ， 

J 生命 是 怎样 起 源 的 ? 

@) 为 什么 “有 其 父 必 有 其 子 ”? 

@) 动 .植物 个 体 是 怎样 从 一 个 受精 卵 发 育 而 来 的 ? 

直到 19 世纪 初 ， 这 些 问 题 还 只 能 从 宗教 或 迷信 的 角度 上 
进行 回答 。 西 方 人 一 直 相 信和 基督 教 的 宣传 ,相信 上 帝 先 创造 了 
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花草 树木 .世间 万 物 ,后 来 又 创造 了 男人 亚当 ,再 从 亚当 身上 抽出 一 根 肋骨 ， 
这 就 成 了 女人 夏娃 .亚当 夏娃 婚配 繁衍 产生 了 人 类 。1859 年 ,伟大 的 英国 生 
物 学 家 达尔 文 (Charles Darwin ) 发 表 了 著名 的 《物种 起 源 》, 确 立 了 进化 论 的 
概念 。 正 是 达尔 文 的 生物 进化 学 说 ,打破 了 西方 社会 上 帝 造 人 的 传统 观念 ， 
改变 了 社会 对 人 类 在 整个 世界 中 的 地 位 的 看 法 ， 极 大 地 推动 了 人 类 思想 的 
发 展 。 

达尔 文 从 小 热爱 大 自然 ,喜欢 采集 动 .植物 标本 。 他 16 岁 到 爱丁堡 大 学 
学 习 ,参加 了 青年 人 组 织 的 普 林 尼 学 术 活 动 ,共同 研讨 拉 马 克 的 进化 学 说 。 
拉 马 克 虽 然 不 信 * 上 帝 创 造 一 切 ” 的 “ 创 世 说 ”, 却 又 拿 不 出 令 人 信服 的 证 据 
来 。 这 些 讨 论 使 达尔 文 的 思想 陷于 矛盾 和 斗争 之 中 ,他 决心 深入 大 自然 去 寻 
找 答 案 。 

9 年 后 ,达尔 文 以 自然 科学 家 的 身份 ,参加 了 历时 5 年 的 贝 格 尔 号 军舰 环球 
旅行 ,历尽 了 千 辛 万 苗 , 即 使 在 深 船 \. 饥 渴 ,病痛 和 死亡 的 威胁 下 ,他 也 坚持 工 
作 。 他 观察 过 火山 ,经 历 过 地 震 , 见 到 了 形形色色 稀奇 古怪 的 动物 和 植物 。 达 尔 
文采 集 了 大 量 动 植物 标本 和 化 石 并 细心 地 进行 比较 ,鉴别 和 研究 ,提出 并 解答 
了 一 系列 学 术 问 题 , 如 相似 的 动物 为 什么 居住 在 千里 之 外 的 不 同 地 区 ? 同一 个 
小 岛 上 为 什么 聚集 着 许多 不 同 的 动物 ? 低 等 动物 与 高 等 动物 有 些 什么 样 的 联 
系 ? 人 是 如 何 产生 的 ……。 他 认为 ,大 陆 自 古 以 来 发 生 过 许多 次 巨变 ,如 冰川 时 
期 等 ,所 以 不 可 能 存在 豆 古 不 变 的 动 . 植 物 。 

从 贝 格 尔 号 回 到 英国 以 后 ,他 发 表 了 一 系列 论文 ,逐步 阐述 了 生物 进化 的 
观点 。 在 《物种 起 源 》 这 部 划时代 的 科学 巨著 中 ,他 用 大 量 事 实证 明 “ 物 竞 天 择 ， 
适 者 生存 "的 进化 论 思想 。 他 认为 世界 上 的 一 切 生 物 都 是 可 变 的 ,并 预言 从 低级 
到 高 级 的 变化 过 程 中 必定 有 过 渡 物 种 存在 。 他 指出 物种 的 变异 是 由 于 大 自然 的 
环境 和 生物 群体 的 生存 竞争 造成 的 ,彻底 否定 了 上 帝 创造 万 物 的 旧 思 想 ,推翻 
了 物种 不 变 的 神话 ,使 生物 学 真正 迈 入 实证 自然 科学 的 行列 。 

通过 记载 不 同 动 植物 的 地 理 分 布 ,研究 近亲 种 族 的 解剖 学 .形态 学 的 相似 
性 和 变异 率 ,达尔 文 第 一 个 认识 到 生物 世界 的 不 连续 性 。 他 还 发 现 , 当 记录 研究 
跨越 一 个 较 长 的 历史 时 期 ,主要 存在 物种 会 有 很 大 的 变化 。 他 提出 许多 环境 因 
素 , 如 大 地 变迁 、 特 定 区 域内 的 温度 ,降雨 量变 化 及 气候 条 件 改 变 ,都 会 以 “自然 
选择 压力 "的 形式 ,在 生物 体 的 世代 遗传 中 体现 出 来 。 正 是 在 这 种 “自然 选择 压 
力 " 之 下 ,新 物种 才 不 断 诞生 , 旧 的 ,与 环境 不 再 相 容 的 物种 也 不 断 消亡 。 他 在 书 
中 这 样 写 道 : 对 于 每 一 个 动 .植物 种 群 来 说 ,因为 总 是 有 大 大 多 于 可 能 生存 下 来 
的 个 体 出 生 , 所 以 为 生存 而 斗争 是 长 期 的 .永久 的 。 如果 某 些 个 体 偶然 获得 了 于 
自身 有 利 的 变异 就 会 在 生 与 死 的 斗争 中 占 同 类 的 上 风 , 从 而 生存 下 来 。 根 据 遗 
传 学 原理 ,任何 生存 下 来 的 个 体 都 倾向 于 扩 增 其 经 过 修饰 的 新 性 状 , 以 保持 生 
存 优势 。 

达尔 文 关于 生物 进化 的 学 说 及 其 唯物 主义 的 物种 起 源 理论 ,是 生物 科学 史 
上 最 伟大 的 创举 之 一 ,具有 不 可 磨灭 的 贡献 。 为 了 纪念 这 位 生物 科学 大 师 , 人 们 
把 进化 论 称 为 “达尔 文学 说 "。 
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1.1.2 细胞 学 说 


早期 生物 科学 家 的 另 一 大 贡献 是 提出 了 细胞 理论 (cell theory)。17 世纪 末 ， 
荷兰 籍 显微镜 学 家 Leeuwenhoek 成 功 制造 了 世界 第 一 台 光 学 显微镜 。 通 过 这 一 
装置 ,他 看 到 了 一 系列 肉眼 看 不 到 而 又 使 人 迷惑 不 解 的 微小 生物 ,他 将 这 些小 
生命 称 为 “ 微 动物 "(animalcule)。 若 于 年 后 ,人 们 才 知 道 它 们 是 单 细胞 生物 。 

Leeuwenhoek 出 身 贫寒 ,16 岁 便 失 学 当 了 学 徒 。 在 好 奇 心 驱使 下 ,他 把 工 余 
时 间 都 用 来 研究 、 磨 制 \ 装 配 玻璃 透镜 。 开 始 ,他 用 自己 磨 制 的 透镜 观察 蜜蜂 拆 
人 的 “ 针 ", 看 蚊子 叮 人 的 蜡 , 以 及 小 甲虫 的 腿 等 。 随 着 制 镜 手 艺 的 不 断 提高 ,他 
制 成 了 能 放大 200 倍 的 显微镜 ,他 不 断 公 布 自己 的 观察 结果 ,并 将 新 发 现 报告 
给 当时 世界 最 权威 的 科学 管理 机 构 一 一 英国 皇家 学 会 。 他 第 一 个 观察 到 狗 和 人 
的 精子 ,发 现 了 酵母 菌 ,描述 了 红细胞 等 。 为 了 表彰 和 鼓励 Leeuwenhoek 的 研究 
工作 ,英国 皇家 学 会 吸收 他 为 会 员 。 一 个 小 学 徒 终于 成 为 受 人 尊敬 的 科学 家 。 

1702 年 ,Leeuwenhoek 在 观察 轮 虫 时 ,偶然 发 现 雨 水 中 有 微生物 。 这 些 生 物 
是 怎么 来 的 呢 ? 为 了 解 开 这 个 谈 ,他 做 了 一 个 实验 :收集 开始 下 雨 时 的 雨水 来 观 
察 ， 里 面 并 没有 微生物 。 到 了 第 四 天 再 观察 ， 就 有 许多 微生物 出 现在 水 中 。 
Leeuwenhoek 因此 得 出 了 一 个 结论 :风能 将 空气 灰尘 中 的 微生物 带 人 水 中 。 以 后 
经 过 对 昆虫 海 贝 和 鳝 鱼 等 的 细心 研究 ,他 进一步 断定 :微生物 不 是 由 泥 沙 尘 埃 
产生 的 ,而 是 和 动物 一 样 , 有 完整 的 生活 史 。 这 一 有 趣 的 发 现 使 Leeuwenhoek 更 
为 出 名 。 

大 约 与 Leeuwenhoek 同时 代 的 Hooke, 第 一 次 用 “细胞 ”这 个 概念 来 形容 组 
成 软木 的 最 基本 单元 。 虽 然 直 到 19 世纪 中 叶 ， 这 一 概念 才 正 式 被 科学 界 所 接 
受 , 但 它 对 生物 学 的 贡献 是 不 可 估量 的 。 随 着 显 微 技术 、 组 织 保存 技术 和 超 薄 切 
片 技术 的 不 断 发 展 ,科学 家 发 现 动 .植物 组 织 都 是 由 细胞 所 组 成 ,而 且 细 胞 是 可 
以 分 裂 的 ,每 一 个 细胞 都 是 或 曾经 是 一 个 单独 的 活 的 实体 ,包含 有 生命 的 全 部 
特征 。 

动 、 植 物 的 基本 单元 是 细胞 ， 这 是 19 世纪 三 大 发 现 之 一 的 细胞 学 说 的 核 
心 。 建立 这 一 学 说 的 是 德国 植物 学 家 Schleiden 和 动物 学 家 Schwann。Schleiden 
出 生 于 汉堡 ,22 岁 就 获得 了 法 学 博士 学 位 ,但 他 并 不 喜欢 当 律 师 。28 岁 时 ,他 到 
哥 廷 根 和 柏林 学 习 植 物 学 和 医学 ,35 岁 时 获得 医学 和 哲学 博士 学 位 。Schwann 
是 首饰 匠 的 儿子 ,16 岁 高 中 毕业 后 ,没有 按照 父母 的 意愿 学 神学 ,而 毅然 去 柏林 
学 医 。24 岁 获 得 博士 学 位 ,在 柏林 解剖 博物 馆 工作 时 结识 了 Schleiden。 他 俩 虽 
然 个 性 、 经 历 过 然 不 同 ， 但 共同 的 志趣 和 真诚 的 情感 促成 了 他 们 多 年 的 合作 。 
Schleiden 人 研究 被 子 植物 的 胚 野 ,Schwann 研究 蛙 类 的 胚胎 组 织 。 相 同 的 研究 方 
向 ,相似 的 研究 方法 ,使 他 们 取得 了 一 致 见解 ,共同 创立 了 生物 科学 的 基础 理 
论 一 一 细胞 学 说 。 

1847 年 ,Schwann 在 描述 动物 组 织 时 这 样 写 道 ， 所 有 组 织 的 最 基本 单元 是 
形状 非常 相似 而 又 高 度 分 化 的 细胞 。 可 以 认为 ,细胞 的 发 生 和 形成 是 生物 学 界 
普遍 和 永久 的 规律 。 
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从 此 ,细胞 学 说 开始 广 为 传 播 。 越 来 越 多 的 科学 家 发 现 ,每 一 个 动 .植物 个 
体 实际 上 是 千 千 万 万 个 生命 单元 的 总 和 ,而 这 些微 小 单元 一 一 细胞 ,包含 了 所 
有 的 生命 信息 。 细 胞 学 说 对 生物 科学 最 重要 的 贡献 在 于 :因为 单个 细胞 生长 分 
裂 ,组 织 、 器 官 和 个 体 的 生命 现象 实际 上 是 细胞 活动 的 总 和 ,所 以 细胞 可 以 而 且 
应 该 成 为 生物 学 研究 的 首要 对 象 。 今 天 的 细胞 学 和 分 子 细胞 学 就 是 在 这 个 基础 
上 发 展 起 来 的 。 


1.1.3 经 典 生 物化 学 和 遗传 学 


进化 论 和 细胞 学 说 相 结合 ， 产 生 了 作为 主要 实验 科学 之 一 的 现代 生物 学 ， 
而 以 研究 动 、 植 物 遗 传 变异 规律 为 目标 的 遗传 学 和 以 分 离 纯化 ,鉴定 细胞 内 含 
物质 为 目标 的 生物 化 学 则 是 这 一 学 科 的 两 大 支柱 。 早 在 19 世纪 中 叶 ,人 们 就 发 
现 动物 和 植物 细胞 的 提取 液 中 主要 是 一 些 能 受热 或 酸 变 性 形成 纤维 状 沉淀 的 物 
质 。 这 些 物 质 包 含有 大 体 相 等 的 物质 的 量 浓度 的 碳 、 氢 、 氧 和 氮 。 科 学 家 将 这 些 物 
质 命名 为 蛋白 质 。 生 物化 学 家 Buchner 第 一 个 实现 了 用 酵母 无 细胞 提取 液 和 葡萄 
糖 进行 氧化 反应 ,生成 乙醇 ,证明 化 学 物质 转换 并 不 需要 完整 的 细胞 而 仅仅 需 
要 细胞 中 的 某 些 成 分 。 蛋 白质 是 生活 细胞 中 所 有 化 学 反应 的 执行 者 和 催化 剂 。 

生物 化 学 从 一 开始 就 执行 着 双重 使 命 。 首 先 ,分 析 细 胞 的 组 成 成 分 ;其 次 ， 
弄 清 楚 这 些 物质 与 细胞 内 生命 现象 的 联系 ,19 世纪 中 叶 到 20 世纪 初 ,是 早期 生 
物化 学 的 大 发 展 阶段 ,组 成 蛋白 质 的 20 种 基本 氨基 酸 被 相继 发 现 ( 最 晚 分 离 的 
是 苏 氨 酸 ,1935 年 ) ,著名 生物 化 学 家 Fisher 还 论证 了 连接 相 邻 氨基 酸 的 “ 肽 键 " 
的 形成 。 细 胞 的 其 他 部 分 ,如 脂 质 、 糖 类 和 核酸 也 相继 在 那 一 阶段 被 科学 家 所 认 
识 和 部 分 纯化 。 当 时 ,科学 家 还 无 法 解释 细胞 内 最 重要 的 生命 活动 , 即 细胞 成 分 
是 如 何 世 代 相 传 的 。 

奥地利 大 科学 家 、 经 典 遗 传 学 的 创始 人 备 德 尔 (Gregor Mendel) 发 现 并 提出 
遗传 学 定律 的 故事 像 是 不 朽 的 神话 ,在 生物 学 界 被 广泛 传诵 。 

孟 德 尔 从 小 爱好 园艺 ,虽然 因为 家 境 贫寒 ,没有 念 完 大 学 就 当 了 修道 土 ,但 
他 却 矢志 不 渝 地 钻研 科学 。 开 始 时 ,他 对 “种 瓜 得 瓜 , 种 豆 得 豆 " 的 生物 遗传 现象 
感到 好 奇 积 困惑 ,就 在 修道 院 里 种 了 许多 花木 ,还 挑选 了 20 多 种 大 小 不 同 , 形 
状 、 颜 色 各 蜡 的 食用 豌豆 ,反复 进行 杂交 、 自 交 等 试验 ,并 做 了 详细 的 记载 。 从 
1857 年 到 1864 年 的 7 年 间 ,和 孟 德 尔 选 择 了 7 对 差异 明显 的 简单 性 状 , 对 吏 豆 的 
生长 进行 了 仔细 的 观察 。 例 如 ,他 用 产生 圆 形 种 子 的 豌豆 同 产生 皱 皮 种 子 的 植 
株 杂 交 ,得 到 几 百 粒 全 是 圆 形 的 杂交 子 一 代 (F) 种 子 。 第 二 年 ,他 种 植 了 253 粒 
Fi 圆 形 种 子 并 进行 自 交 ,得 到 7 324 粒 F, 种 子 , 他 发 现 有 5 474 粒 是 圆 形 的 ， 
1 850 粒 是 皱 皮 的 ,用 统计 学 方法 计算 出 圆 皱 比 为 3:1。 

他 还 进行 了 具有 2 个 对 立 性 状 的 豌豆 品系 之 间 的 双 因 子 杂交 试验 。 他 发 现 当 
选用 产生 黄色 圆 形 种 子 的 殉 豆 品系 同 产生 绿色 皱 皮 种 子 的 豌豆 品系 进行 杂交 时 ， 
所 产生 的 F 种 子 全 是 黄色 圆 形 的 ,但 在 自 交 产 生 的 F, 代 576 粒 种 子 中 ,不 但 出 现 
了 2 种 亲本 类 型 ,而 且 还 出 现 了 2 种 新 的 重组 类 型 ,其 中 黄色 圆 形 315 粒 ,黄色 皱 
皮 121 粒 ,绿色 圆 形 108 粒 ,绿色 皱 皮 32 粒 。 这 4 种 类 型 的 比例 接近 于 9:3:3:1 。 


1.1 引 言 > 


根据 以 上 现象 , 备 德 尔 总 结 出 生物 遗传 的 两 条 基本 规律 

第 一 , 当 两 种 不 同 植物 杂交 时 ,它们 的 下 一 代 可 能 与 亲本 之 一 完全 相同 。 他 
把 这 一 现象 称 为 统一 律 。 根据 自己 长 期 的 实验 结果 , 备 德 尔 认为 ,生物 的 每 一 种 
性 状 都 是 由 遗传 因子 控制 的 。 这 些 因子 可 以 从 亲 代 到 子 代 , 代 代 相传 。 在 体 细 胞 
内 ,遗传 因子 是 成 对 存在 的 ,其 中 一 个 来 自 父 本 ,一 个 来 自 母 本 。 在 形成 配子 时 
成 对 的 遗传 因子 彼此 分 开 ,单独 存在 。 他 还 认为 ,有 些 遗 传 因子 以 显 性 (domi- 
nant) 形 式 存 在 的 , 即 能 在 任何 杂种 一 代 得 到 表达 ;而 有 些 因子 呈 隐 性 (reces- 
sive ) 状 态 , 只 有 当 父 、 母 本 同时 含有 这 一 因子 时 , 才 得 到 表现 。 

第 二 ,将 不 同 植物 品种 杂交 后 的 下 代 种 子 再 进行 杂交 或 自 交 时 ,下 一 代 就 
会 按照 一 定 的 比例 发 生 分 离 ,因而 具有 不 同 的 形式 。 他 把 这 一 现象 称 为 分 离 规 
律 。 如 把 红 花 和 白花 杂交 ,得 到 的 8 株 Fi 代 植 株 全 部 为 灰色 花 。 灰 色 花 互相 交 
配 结果 得 到 2 株 红 花 、2 株 白 花 、4 株 灰色 花 。 这 一 代 的 白色 花 互相 交配 ,将 永远 
得 到 白色 花 ,红色 花 互相 交配 得 到 的 永远 是 红色 花 。 但 这 一 代 的 灰色 花 互 相交 
配 , 其 结果 就 像 上 一 代 那 样 ,仍旧 是 2 红 、2 白 ,4 灰 。 所 有 这 些 花 朱 ,都 按照 孟 德 
尔 的 分 离 规律 依次 遗传 下 去 。 分 离 规律 对 每 一 代 动 植物 都 适用 。 

由 于 孟 德尔 的 研究 方法 和 结论 都 远 远 超过 了 当时 的 科学 认识 水 平 , 他 的 这 
些 天 才 的 科学 发 现 和 见解 ,并 没有 立即 引起 生物 学 界 的 注意 。 从 1865 年 他 发 表 
《植物 杂交 试验 ?一文 到 1884 年 逝世 ,欧美 各 国 科 学 界 几 乎 无 人 理 上 曙 他 的 巨大 
贡献 。 直 到 1900 年 ,他 的 理论 才 被 重新 发 现 并 得 到 普遍 应 用 ,并 逐渐 被 公认 为 
经 典 遗 传 学 的 奠基 人 。 

虽然 备 德 尔 早 在 1861 年 就 通过 豌豆 杂交 试验 揭示 了 遗传 的 物质 性 (adis- 
crete unit governing inherited characteristics) ， 直 到 1909 年 丹麦 科学 家 Wilhelm 
Ludvig Johannsen(1857 一 1927) 才 首次 用 “基因 (gene)" 这 个 词 代表 遗传 学 的 最 
基本 单位 。 美 国人 托马斯 -摩尔 根 (Thomas Hunt Morgan ,1866 一 1945 ) 则 是 第 一 
个 用 实验 证 明 “ 基 因 " 学 说 的 科学 家 。1910 年 ,Morgan 和 他 的 助手 们 发 现 了 第 一 
只 白眼 雄 果 蜗 。 因 为 正常 情况 下 , 果 蝇 都 是 红眼 的 , 称 为 野生 型 种 质 , 所 以 ,他 们 
将 白眼 果 蝇 称 为 突变 型 种 质 。 到 1915 年 ,他们 一 共 找 到 85 种 果 蝇 的 突变 型 。 这 
些 突变 型 果 蝇 跟 野 生 型 相 比 ,在 翅 长 、 体 色 刚毛 形状 ,复眼 数目 等 性 状 上 都 有 
差别 。 有 了 这 些 突变 型 ,就 能 更 广泛 地 进行 杂交 试验 ,从 而 更 加 深入 地 进行 遗传 
机 制 的 探讨 。Morgan 将 白眼 雄 果 蝇 与 红眼 峻 果 蝇 交配 ， 所 产生 的 F, 代 不 论 肉 
雄 , 全 为 红眼 果 蝇 ( 孟 德尔 的 统一 规律 ! )。 让 这 些 Fl 果 蝇 互相 交配 所 产生 的 F， 
代 有 红眼 ,也 有 白眼 ,但 有 趣 的 是 所 有 的 白眼 果 曙 都 是 雄性 的 ,说 明白 眼 性 状 与 
性 别 有 联 系 ,这 一 点 与 孟 德 尔 的 遗传 性 状 独立 分 离 规 律 是 背道而驰 的 (现在 我 
们 已 经 知道 ， 当 所 研究 的 两 个 基因 位 于 同一 条 染色 体 上 而 又 距离 较 近 时 ,Mor- 
gan 的 连锁 遗传 规律 起 主导 作用 ;而 当 所 研究 的 两 个 基因 位 于 不 同 染 色 体 上 
时 ,和 孟 德 尔 的 独立 分 离 规律 起 主导 作用 )。 

为 了 解释 这 些 现 象 ， 有 必要 对 果 蝇 的 染色 体 做 一 下 简单 介绍 。 果 蝇 只 有 4 
对 染色 体 。 在 肉 果 蝇 中 ,有 1 对 很 小 呈 颗 粒状 的 染色 体 ,2 对 呈 “V" 形 的 染色 体 , 另 
有 1 对 呈 棒 状 称 为 XX 的 染色 体 。 在 雄 果 蝇 体内 ,前 3 对 同 肉 果 蝇 完全 相同 ,但 缺 
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少 棒状 的 XX 染色 体 ,而 由 一 条 棒状 的 X 染色体 和 一 条 旦 “J" 形 的 Y 染色 体 所 取 
代 , 人 们 称 这 一 对 为 XY 染色 体 。Morgan 当时 就 知道 性 染色 体 的 存在 ,因此 他 推 
想 ,白眼 这 一 隐 性 基因 (w) 是 位 于 X 染色 体 上 ,而 在 Y 染色 体 上 没有 它 的 等 位 基 
因 。 他 让 Pi 红眼 肉 果 蝇 (Ww) 与 白眼 雄 果 蝇 亲本 (wY ) 回 交 ,结果 产生 的 后 代 果 蝇 中 
有 1/4 是 红眼 峻 果 蝇 ,1U4 是 白眼 雄 果 蝇 。 这 个 实验 证 明 , 白 眼 隐 性 突变 基因 (w) 确 
实 位 于 X 染色 体 上 。 这 一 现象 被 称 为 遗传 性 状 的 连锁 定律 ,又 称 连锁 遗传 。 

Morgan 和 他 的 助手 们 第 一 次 将 代表 某 一 特定 性 状 的 基因 , 同 某 一 特定 的 染 
色 体 联系 起 来 ,使 科学 界 普遍 认识 了 染色 体 的 重要 性 并 接受 了 孟 德 尔 的 遗传 学 
原理 。 Morgan 特别 指出 ;种 质 必须 由 某 些 独立 的 要 素 组 成 ,我 们 把 这 些 要 素 称 为 
遗传 因子 ,或 者 更 简单 地 称 为 基因 。 


1.1.4 DNA 的 发 现 


尽管 由 于 Morgan 及 其 学 派 的 出 色 工 作 , 基 因 学 说 得 到 了 普遍 承认 ,但 是 ， 
直到 1953 年 Watson 和 Crick 提出 DNA 双 螺 旋 模 型 之 前 ,人 们 对 于 基因 的 理解 
仍然 是 抽象 的 \ 概 念 化 的 ,缺乏 准确 的 物质 内 容 。 那 时 的 遗传 学 家 ,不 但 没有 探 
明基 因 的 结构 特征 ,而 且 也 不 能 解释 位 于 细胞 核 中 的 染色 体 和 基因 是 怎样 控制 
显然 发 生 在 细胞 质 中 的 各 种 生物 化 学 过 程 ,不 能 解释 基因 是 怎样 在 细胞 繁殖 过 
程 中 准确 地 复制 和 遗传 的 。 

早 在 1928 年 英国 科学 家 Griffith 等 人 就 发 现 ,肺炎 链球 菌 使 小 鼠 死亡 的 原 
因 是 引起 肺炎 。 细 菌 的 毒性 ( 致 病 力 ) 是 由 细胞 表面 苹 膜 中 的 多 糖 所 决定 的 。 具 
有 光滑 外 表 的 S 型 肺炎 链球 菌 因为 带 有 莱 膜 多 糖 而 能 使 小 鼠 发 病 ,具有 粗糙 外 
表 的 R 型 细菌 因为 没有 荚 膜 多 糖 而 失去 致 病 力 ( 莱 膜 多 糖 能 保护 细菌 免 受 动物 
白细胞 的 攻击 )。 

首先 用 实验 证 明基 因 就 是 DNA 分 子 的 是 美国 著名 的 微生物 学 家 Avery。 他 
和 他 的 同事 们 首先 将 光滑 型 致 病菌 (S 型 ) 烧 者 杀 灭 活性 以 后 再 侵 染 小 鼠 , 发 现 
这 些 死 细 菌 自然 丧失 了 致 病 能 力 (图 1-1)。 再 用 活 的 粗糙 型 细菌 (R 型 ) 来 侵 染 
小 鼠 , 也 不 能 使 之 发 病 ,因为 粗糙 型 细菌 天 然 无 致 病 力 。 然 而 , 当 他 们 将 经 烧 者 
杀 死 的 S 型 细菌 和 活 的 R 型 细菌 混合 再 感染 小 鼠 时 ,奇迹 发 生 了 ! 实验 小 鼠 每 
次 都 可 怜 巴 巴 地 死 了 。 解 剖 死 鼠 ,发 现 有 大 量 活 的 S 型 (而 不 是 R 型 ) 细 菌 。 他 们 
推测 , 死 细菌 中 的 某 一 成 分 一 一 转化 源 (transforming principle) 将 无 致 病 力 的 细 
菌 转化 成 病原 细菌 。10 多 年 后 ,实验 表明 ,DNA 就 是 转化 源 。 死 细菌 DNA 指导 
了 这 一 可 遗传 的 转化 ,从 而 导致 了 小 鼠 的 死亡 。 这 一 重大 发 现 秦 动 了 整个 生物 
界 。 因 为 在 当时 ,生物 学 家 认为 ,只 有 像 蛋 白质 这 样 复杂 的 大 分 子 才 可 以 担当 决 
定 细 胞 生物 学 特性 和 遗传 的 重托 。 Avery 等 人 的 工作 另辟蹊径 ,在 遗传 学 理论 上 
树立 了 全 新 的 观点 一 一 DNA 是 遗传 信息 的 载体 。 

我 们 再 来 看 一 看 美国 冷泉 港 卡耐基 遗传 学 实验 室 科 学 家 Hershey 和 他 的 学 
生 Chase 在 1952 年 从 事 噬菌体 侵 染 细菌 的 实验 (图 1-2 ) 。 噬 菌 体 专门 寄生 在 细 
菌 体内 。 它 的 头 、 尾 外 部 都 有 由 蛋白 质 组 成 的 外 壳 , 头 内 主要 是 DNA。 噬菌体 侵 
染 细菌 的 过 程 可 以 分 为 以 下 $ 个 步骤 :人 @D 噬 菌 体 用 尾部 的 末端 ( 基 片 . 尾 丝 ) 吸 
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1 图 1-1 DNA 是 “转化 源 ” 左 图 从 上 到 下 :将 活 的 S 型 细菌 注射 
到 实验 小 鼠 体 内 ,小 鼠 迅 速 死亡 ;将 经 烧 豆 灭 活 的 S 型 细菌 注射 到 
小 和 鼠 体 内 ,小 鼠 保 持 健康 ;将 活 的 R 型 细菌 注射 到 小 鼠 体 内 ,小 鼠 
也 保持 健康 ; 而 将 烧 澡 灭 活 的 S 型 细菌 和 活 的 R 型 细菌 一 道 注射 
到 小 鼠 体 内 却 能 导致 小 鼠 死 亡 。 右 图 :分 离 死 $ 型 细菌 的 各 种 组 分 
并 分 别 与 活 的 R 型 细菌 混合 ,攻击 小 鼠 后 发 现 ,只 有 死 S 型 细菌 的 
DNA 能 使 R 型 细菌 发 生 转 化 ,获得 致 病 力 。 


附 在 细菌 表面 ;@ 叭 菌 体 通过 尾 轴 把 DNA 全 部 注入 细菌 细胞 内 , 叭 菌 体 的 蛋 
白质 外 壳 则 留 在 细胞 外 面 ;@ 叭 菌 体 的 DNA 一 旦 进入 细菌 体内 , 它 就 能 利用 
细菌 的 生命 过 程 合 成 噬菌体 自身 的 DNA 和 蛋白质 ;@@ 新 合成 的 DNA 和 蛋白 
质 外 壳 ,能 组 装 成 许 许 多 多 与 亲 代 完全 相同 的 子 噬 菌 体 ;@ 子 代 噬 菌 体 由 于 
细菌 的 解体 而 被 释放 出 来 ,再 去 侵 染 其 他 细菌 。 在 整个 过 程 中 ,DNA 起 了 关键 
作用 。 

当 细菌 培养 基 中 分 别 带 有 或 标记 的 氨基 酸 或 核 苷 酸 , 子 代 叭 菌 体 中 
就 相应 含有 玖 标记 的 蛋白 质 或 部 标记 的 核酸 。 分 别 用 这 些 噬 菌 体 感染 没有 放 
射 性 标记 的 细菌 ,经 过 1~2 个 噬菌体 DNA 复制 周期 后 发 现 , 子 代 叭 菌 体 中 几乎 
不 含 带 5 标记 的 蛋白 质 , 但 含有 30% 以 上 的 郊 标记 ,说 明 在 叭 菌 体 传代 过 程 
中 发 挥 作用 的 可 能 是 DNA ,而 不 是 蛋白 质 。 

那么 ,DNA 到 底 是 什么 样 的 呢 ? 在 1944 年 的 研究 报告 中 ,Avery 这 样 写 道 ， 
当 溶 液 中 乙醇 的 体积 达到 9/10 时 ,有 纤维 状 物质 析出 。 如 稍 加 搅动 ,这 种 物质 
便 会 像 棉线 绕 在 线 轴 上 一 样 缠绕 在 硬 棒 上 ,溶液 中 的 其 他 成 分 则 以 颗粒 状 沉淀 
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细菌 培养 基 中 含有 ”S 标 记 的 氨基 酸 细菌 培养 基 中 含有 *P 标 记 的 核酸 


无 放射 性 标 
记 的 噬菌体 


子 代 噬 菌 体 含有 2P 


子 借 菌 体 含有 258 人 
标记 的 蛋白 质 1 细菌 中 释放 出 有 放射 加 gd 标记 的 DNA 
(DNA 无 放射 性 标记 ) 性 标记 的 子 代 噬 菌 体 (蛋白 质 无 标记 ) 


Ss 标记 的 蛋白 质 基本 


感染 无 放射 性 
不 进入 细菌 体内 


标记 的 细菌 


?2pP 标记 的 DNA 
进入 细菌 体内 


子 代 噬 菌 体 中 基本 不 含有 358 子 代 噬 菌 体 含有 30% 以 上 的 放射 性 
标记 的 蛋白 质 ( 剩 下 不 到 1% 标记 的 ~P, 证 明 在 噬菌体 传代 过 程 
的 放射 性 标记 ) 中 发 挥 作用 的 是 DNA, 而 不 是 蛋白 质 


上 有 图 1-2 Hershey 和 Chase 证 实 噬菌体 DNA 侵 染 细菌 的 实验 流程 


留 在 下 面 。 溶 解 纤维 状 物 质 并 重复 沉淀 数 次 ,可 提高 其 纯度 , 这 一 物质 具有 很 强 
的 生物 学 活性 ,初步 实验 证 实 它 很 可 能 就 是 DNA( 谁 能 想到 ! )。 对 DNA 分 子 的 
物理 化 学 研究 导致 了 现代 生物 学 翻天 覆 地 的 革命 ， 这 更 是 Avery 所 没有 想到 
的 ! 


1.2 分 子 生物 学 简 史 


分 子 生物 学 是 研究 核酸 、 蛋 白质 等 所 有 生物 大 分 子 的 形态 .结构 特征 及 其 
重要 性 规律 性 和 相互 关系 的 科学 。 它 是 人 类 从 分 子 水 平 上 真正 揭 开 生物 世界 
的 奥秘 ,由 被 动 地 适应 自然 界 转向 主动 地 改造 和 重组 自然 界 的 基础 学 科 。 当 人 
们 意识 到 同一 生物 不 同 世 代 之 间 的 连续 性 是 由 生物 体 自 身 所 携带 的 遗传 物质 
所 决定 的 ,科学 家 为 揭示 这 些 遗 传 密码 所 进行 的 努力 就 成 为 人 类 征服 自然 的 一 
部 分 ,而 以 生物 大 分 子 为 研究 对 象 的 分 子 生物 学 就 迅速 成 为 现代 生物 学 领域 里 
最 具 活 力 的 科学 。 

从 1847 年 Schleiden 和 Schwann 提出 “细胞 学 说 ” ,证 明 动 .植物 都 是 由 细 
胞 组 成 的 ,到 今天 ,虽然 不 过 短 短 一 百 多 年 时 间 ,我 们 对 生物 大 分 子 一 一 细胞 的 
化 学 组 成 却 有 了 深刻 的 认识 。 重 德 尔 的 遗传 学 规律 最 先 使 人 们 对 性 状 遗 传 产生 


1.2 分子 生物 学 简 史 ”和 加 


了 理性 认识 ,而 Morgan 的 基因 学 说 则 进一步 将 “性 状 " 与 “基因 " 相 偶 联 ,成 为 现 
代 遗 传 学 的 葛 基 石 。 随 着 核酸 化 学 研究 的 进展 ,Watson 和 Crick 又 提出 了 脱氧 
核糖 核酸 的 双 螺 旋 模 型 ,为 充分 揭示 遗传 信息 的 传递 规律 铺 平 了 道路 。 在 蛋白 
质 化 学 方面 ， 继 Sumner 在 1936 年 证 实 酶 是 蛋白 质 之 后 ,Sanger 利用 纸 电 泳 及 
色谱 技术 于 1953 年 首次 阐明 胰岛 素 的 一 级 结构 ， 开 创 了 蛋白 质 序列 分 析 的 先 
河 。 而 Kendrew 和 Perutz 利用 X 线 衍 射 技术 解析 了 肌 红 和 蛋白 (myoglobin) 及 血红 
蛋 日 (hemoglobin) 的 三 维 结构 ,论证 了 这 些 蛋 白质 在 输送 分 子 氧 过 程 中 的 特殊 
作用 ,成 为 研究 生物 大 分 子 空间 构 型 的 先驱 。 为 了 解 分 子 生物 学 进程 ,我 们 不 妨 
来 看 一 看 以 部 分 诺 贝 尔 生理 医学 奖 和 化 学 奖 作为 纽带 的 分 子 生物 学 发 展 简 史 。 

1910 年 ,德国 科学 家 Kossel 因为 蛋白 质 、 细 胞 及 细胞 核 化 学 的 研究 而 获得 
诺 贝 尔 生 理 医 学 奖 ,他 首先 分 离 出 腺 味 叭 .胸腺 喀 啶 和 组 氨 酸 。 

1959 年 ， 美 籍 西班牙 高 科学 家 Uchoa 发 现 了 细菌 的 多 核 苷 酸 磷酸 化 酶 ,成 
功 地 合成 了 核糖 核酸 ， 研 究 并 重建 了 将 基因 内 的 遗传 信息 通过 RNA 中 间 体 翻 
译 成 蛋 日 质 的 过 程 。 他 和 Kormberg 分 享 了 当年 的 诺 贝尔 生理 医学 奖 ,而 后 者 的 
主要 贡献 在 于 实现 了 DNA 分 子 在 细菌 细胞 和 试管 内 的 复制 。 

1962 年 ,美国 科学 家 Watson 和 英国 科学 家 Crick 因为 在 1953 年 提出 DNA 
的 反 向 平行 双 螺 旋 模 型 而 与 Wilkins 共享 诺 贝尔 生理 医学 奖 ,后 者 通过 对 DNA 
分 子 的 X 线 衍射 研究 证 实 了 Watson 和 Crick 的 DNA 模型 。 

同年 ,英国 科学 家 Kendrew 和 Perutz 由 于 测定 了 肌 红 蛋白 及 血红 蛋白 的 高 
级 结构 而 荣获 诺 贝 尔 化 学 奖 。 

1965 年 ,法 国 科 学 家 Jacob 和 Monod 由 于 提出 并 证 实 了 操纵 子 (operon) 作 
为 调节 细菌 细胞 代谢 的 分 子 机 制 而 与 Iwoff 分 享 了 诺 贝 尔 生理 医学 奖 。 除 了 著 
名 的 操纵 子 模型 以 外 ,Jacob 和 Monod 还 首次 提出 存在 一 种 与 染色 体 脱氧 核糖 
核酸 序列 相互 补 ， 能 将 编码 在 染色 体 DNA 上 的 遗传 信息 带 到 蛋白 质 合 成 场所 
(细胞 质 ) 并 翻译 产生 蛋白 质 的 信使 核糖 核酸 , 即 mRNA 分 子 。 他 们 的 这 一 学 说 
对 分 子 生 物 学 的 发 展 起 了 极其 重要 的 指导 作用 。 

1968 年 ， 美 国 科 学 家 Nirenberg 由 于 在 破译 DNA 遗传 密码 方面 的 贡献 ,与 
Holly 和 Khorana 等 人 分 享 了 诺 贝尔 生理 医学 奖 。Holly 的 主要 功绩 在 于 阐明 了 
酵母 两 氨 酸 tRNA 的 核 苷 酸 序列 ， 并 证 实 所 有 tRNA 具有 结构 上 的 相似 性 。 而 
Khorana 第 一 个 合成 了 核酸 分 子 , 并 且 人 工 复制 了 酵母 基因 。 

1975 年 ,美国 人 Temin 、Dulbecco 和 Baltimore 由 于 发 现在 RNA 肿瘤 病毒 中 
存在 以 RNA 为 模板 , 反 转 录 生 成 DNA 的 反 转 录 酶 而 共享 诺 贝尔 生理 医学 奖 。 

1980 年 ,Sanger 因 设 计 出 一 种 测定 DNA 分 子 内核 苷 酸 序列 的 方法 ， 而 与 
Gilbert 和 Berg 分 获 诺 贝 尔 化 学 奖 。Berg 是 研究 DNA 重组 技术 的 元 老 ,他 最 早 
(1972) 获 得 了 含有 编码 哺乳 动物 激素 基因 的 工程 菌株 .Sanger 与 Gilbert 发 明 的 
DNA 序列 分 析 法 至 今 仍 被 广泛 使 用 ,是 分 子 生 物 学 最 重要 的 研究 手段 之 一 。 此 
外 ,Sanger 还 由 于 测定 了 牛 胰岛 素 的 一 级 结构 而 获得 1958 年 的 诺 贝尔 化 学 奖 。 

1983 年 ， 美 国 遗传 学 家 McClintock 由 于 在 20 世纪 50 年 代 提出 并 发 现 了 
可 移动 的 遗传 因子 (jumping gene,mobile element) 而 获得 诺 贝尔 生理 医学 奖 。 
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1984 年 ,德国 人 Kohler .美国 人 Milstein 和 丹麦 科学 家 Jerne 由 于 发 展 了 单 
克隆 抗体 技术 ,完善 了 极 微量 蛋白 质 的 检测 技术 而 分 享 了 诺 贝 尔 生理 医学 奖 。 

1989 年 ,美国 科学 家 Altman 和 Cech 由 于 发 现 某 些 RNA 具有 酶 的 功能 ( 称 
为 核 酶 ) 而 共享 诺 贝 尔 化 学 奖 。Bishop 和 Varmus 由 于 发 现 正 常 细胞 同样 带 有 原 
癌 基 因而 分 享 当年 的 诺 贝 尔 生 理 医学 奖 。 

1993 年 ， 美 国 科学 家 Roberts 和 Sharp 因 其 在 断裂 基因 方面 的 研究 成 果 而 
荣获 诺 贝 尔 生理 医学 奖 。 美 国 科 学 家 Mullis 由 于 发 明 PCR 仪 而 与 第 一 个 设计 
基因 定点 突变 的 Smith 共享 诺 贝 尔 化 学 奖 。 

1994 年 ， 美 国 科学 家 Gilman 和 Rodbell 由 于 发 现 了 G 蛋白 在 细胞 内 信息 
转 导 中 的 作用 而 分 享 诺 贝尔 生理 医学 奖 。 

1995 年 ,美国 人 Lewis 德国 人 Nusslein-Volhard 和 美国 人 Wieschaus 由 于 
在 20 世纪 40 至 70 年 代 先 后 独立 鉴定 了 控制 果 蝇 体 节 发 育 基因 而 分 享 诺 贝尔 
生理 医学 奖 。 

1996 年 ,澳大利亚 科学 家 Doherty 和 瑞士 人 Zinkernagel 由 于 出 明了 T 淋 巴 
细胞 的 免疫 机 制 而 分 享 了 当年 的 诺 贝尔 生理 医学 奖 。 他 们 发 现 ,白细胞 只 有 全 
时 识别 入 侵 病原 物 和 与 之 相伴 的 主要 组 织 不 相 容 抗原 ,才能 准确 识别 受 病原 侵 
害 的 细胞 并 将 其 清除 掉 。 

1997 年 ,美国 科学 家 Prusiner 由 于 发 现 肝 病毒 (prions) 是 阿尔 茨 海 默 病 ( 早 
老 性 痴呆 症 ) 等 疾病 的 病原 并 能 直接 在 宿主 细胞 中 繁殖 传播 而 获得 诺 贝尔 生理 
医学 奖 。 

1999 年 ,美国 科学 家 Blobel 由 于 阐述 了 蛋白质 在 细胞 间 的 运转 机 制 ,明确 
了 信号 肽 及 信号 识别 复合 物 (signal-recognition particles ,SRPS ) 在 蛋白 质 跨 膜 运 
转 过 程 中 的 主导 作用 而 获得 诺 贝尔 生理 医学 奖 。 

2001 年 ,美国 科学 家 Hartwell .英国 科学 家 Hunt 和 Nurse 因为 对 细胞 周期 
调控 因子 的 研究 而 分 享 诺 贝尔 生理 医学 奖 。 

2006 年 ， 美 国 科 学 家 Korberg 由 于 在 揭示 真 核 细胞 转录 机 制 方面 的 杰出 
贡献 获得 诺 贝尔 化 学 奖 。 美 国 科学 家 Fire 和 Mello 由 于 在 揭示 控制 遗传 信息 流 
动 的 基本 机 制 RNA 干扰 方面 的 杰出 贡献 而 获得 诺 贝尔 生理 医学 奖 。 

此 外 ,Avery 等 人 (1944) 关 于 强 致 病 性 光滑 型 (S 型 ) 肺 炎 链 球菌 DNA 导致 
无 毒 株 粗 糙 型 (R 型 ) 细 菌 发 生 遗 传 转化 的 实验 ,Meselson 和 Stahl(1958) 关 于 
DNA 半 保 留 复制 的 实验 ,Crick 于 1954 年 所 提出 的 遗传 信息 传递 规律 〈 即 中 心 
法 则 ,图 1-3),Yanofsky 和 Brener(1961) 关 于 遗传 密码 三 联 子 的 设想 都 对 分 子 
生物 学 的 发 展 起 了 重大 作用 ,将 永 载 史册 。 

我 国生 物 科 学 家 吴 宪 于 20 世纪 20 年 代 初 回国 后 ,在 协和 医科 大 学 生化 系 
与 汪 献 张 昌 颖 等 人 一 道 完 成 了 蛋白 质变 性 理论 血液 生化 检测 和 免疫 化 学 等 
一 系列 有 重大 影响 的 研究 ,成 为 我 国生 物化 学 界 的 先驱 。20 世纪 60 年 代 .70 年 
代 和 80 年 代 ， 我 国 科学 家 相继 实现 了 人 工 全 合成 有 生物 学 活性 的 结晶 牛 胰岛 
素 , 解 出 了 三 方 二 锌 猪 胰 岛 素 的 晶体 结构 ,采用 有 机 合成 与 酶 促 相 结合 的 方法 
完成 了 酵母 两 氨 酸 转移 核糖 核酸 的 人 工 全 合成 ,在 酶 学 研究 .蛋白 质 结构 及 生 
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有 图 1-3 ”遗传 信息 传递 的 中 心 法 则 (a)Crick 在 1954 年 首次 提出 的 “中 心 法 则 "草图 ;(b)20 
世纪 70 至 80 年 代 广 为 流传 的 “中 心 法 则 "示意 图 ;(c) 进 入 21 世纪 后 ,修正 的 "中心 法 则 ” 
示意 图 。 


物 膜 结构 与 功能 等 方面 都 有 世 所 瞩目 的 建树 。 


1.3 分子 生物 学 的 主要 研究 内 容 


现代 生物 学 研究 发 现 ， 所 有 生物 体 中 的 有 机 大 分 子 都 是 以 碳 原子 为 核心 ， 
并 以 共 价 键 的 形式 与 氢 、 氧 、 氮 及 磷 等 以 不 同方 式 构成 的 。 不 仅 如 此 ,一 切 生物 
体 中 的 各 类 有 机 大 分 子 都 是 由 完全 相同 的 单 体 ， 如 蛋白 质 分 子 中 的 20 种 氨基 
酸 .DNA 及 RNA 中 的 8 种 碱 基 所 组 合 而 成 的 ,由 此 产生 了 分 子 生 物 学 的 3 条 基 
本 原理 

(D 构成 生物 体 各 类 有 机 大 分 子 的 单 体 在 不 同 生物 中 都 是 相同 的 。 

@) 生物 体内 一 切 有 机 大 分 子 的 构成 都 遵循 共同 的 规则 。 

(8 某 一 特定 生物 体 所 拥有 的 核酸 及 蛋白 质 分 子 决定 了 它 的 属性 。 

1-4 比较 了 生物 体内 各 种 大 分 子 、 亚 细胞 结构 及 原核 、 真 核 细胞 的 大 小 ， 
了 解 并 熟 记 它们 的 相对 体积 对 于 我 们 深入 领会 分 子 生物 学 所 研究 的 生命 过 程 
有 着 不 容 忽 视 的 作用 。 如 在 B-DNA 中 每 个 碱 基 对 中 心 距离 为 0.34nm,DNA 双 
螺旋 的 直径 为 1.9 nm， 而 一 个 相对 分 子 质量 为 5.0x104 的 球状 蛋白 的 直径 则 为 
5.0 nm, 大 约 仅 相当 于 15~20 bp。 核 小 体 (nucleosome) 由 于 外 表面 缠绕 了 146 个 
碱 基 对 ,其 相对 分 子 质量 则 达到 3.0x105, 直径 为 11nm。 负 责 蛋 白质 合成 的 核糖 
体 ,其 相对 分 子 质量 高 达 数 百 万 ,直径 为 20 nm 以 上 。 在 1 个 体积 为 1~2 pmi 的 
细菌 细胞 内 ,多 聚 核糖 体 确实 可 以 算是 一 个 不 小 的 工厂 了 。 
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有 图 1-4 生物 世界 的 长 度 和 体积 比较 (a) 生 物 界 各 种 特征 性 生物 大 分 子 、 各 种 亚 细 胞 结 
构 与 细胞 及 成 大 的 长 度 比 较 ;(b) 核 酸 、 蛋 白质 .RNA 聚合 酶 核 小 体 、 核 糖 体 和 人 染色 体 等 主 
要 生物 大 分 子 的 体积 比较 。 
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分 从 表面 看 ,分 子 生物 学 涉猎 范围 极为 广阔 ,研究 内 容 也 似乎 包罗 万 象 , 事实 
E 上 , 它 所 研究 的 不 外 乎 以 下 四 个 方面 。 
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1.3.1 DNA 重组 技术 


DNA 重组 技术 又 称 基 因 工 程 ,是 20 世纪 70 年 代 初 兴起 的 技术 科学 ,目的 
是 将 不 同 的 DNA 片段 (如 某 个 基因 或 基因 的 一 部 分 ) 按 照 人 们 的 设计 定向 连接 
起 来 ,在 特定 的 受 体 细胞 中 与 载体 同时 复制 并 得 到 表达 ,产生 影响 受 体 细胞 的 
新 的 遗传 性 状 ,严格 地 说 ,DNA 重组 技术 并 不 完全 等 于 基因 工程 ,因为 后 者 还 包 
括 其 他 可 能 使 生物 细胞 基因 组 结构 得 到 改造 的 体系 。DNA 重组 技术 是 核酸 化 
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学 .蛋白 质 化 学 酶 工程 及 微生物 学 .遗传 学 、 细 胞 学 长 期 深入 研究 成 果 的 结晶 ， 
而 限制 性 内 切 酶 .DNA 连接 酶 及 其 他 工具 酶 的 发 现 与 应 用 则 是 这 一 技术 得 以 建 
立 的 关键 。 

DNA 重组 技术 有 着 广阔 的 应 用 前 景 。 首 先 , 它 可 被 用 于 大 量 生产 某 些 在 正 
常 细胞 代谢 中 产量 很 低 的 多 肽 ,如 激素 .抗生素 、 酶 类 及 抗体 等 ,提高 产量 ,降低 
成 本 ,使 许多 有 价值 的 多 肽 类 物质 得 到 广泛 应 用 。 由 于 发 现 了 根 癌 农 杆菌 ,发 明 
了 植物 基因 的 友 击 转化 法 ,用 转基因 模式 大 规模 改良 农作物 的 抗 病 、 抗 着. 抗 时 
性 ,提高 产量 改善 品质 或 用 传统 农作物 产生 特种 资源 已 经 成 为 世界 农业 发 展 
的 潮流 。 

其 次 ,DNA 重组 技术 可 用 于 定向 改造 某 些 生物 的 基因 组 结构 ， 使 它们 所 具 
备 的 特殊 经 济 价值 或 功能 得 以 成 百 上 千 倍 地 提高 。 例 如 ,有 一 种 含有 分 解 各 种 
石油 成 分 的 重组 DNA 的 超级 细菌 ,能 快速 分 解 石油 ,可 用 来 恢复 被 石油 污染 的 
海域 或 土壤 。 美 国 科学 家 应 用 该 技术 构建 了 “工程 沙门 菌 " ,在 研制 避孕 疫苗 方 
面 取 得 了 重要 进展 。 首 先 去 掉 沙 门 菌 致 病 基因 部 分 ,再 引入 来 自 精子 的 某 些 遗 
传 信息 ,将 改造 后 的 细菌 送 入 肉 鼠 体内 ,发 现 能 产生 排斥 精细 胞 的 抗体 ,使 精子 
不 能 与 卵子 结合 ,从 而 达到 避孕 目的 。 美 国 陆军 研究 发 展 和 工程 中 心 还 从 织 网 
蜘蛛 中 分 离 出 合成 蜂 蛛 丝 的 基因 ,并 利用 该 基因 在 实验 室 里 生产 蜘蛛 丝 。 将 这 
一 基因 转移 到 细菌 内 ,生产 出 一 种 可 溶性 丝 蛋 白 ,经 浓缩 后 纺 成 一 种 强度 超过 
钢 的 特殊 纤维 。 研究 人 员 希 望 对 该 基因 进行 修饰 ,以 生产 出 高 性 能 纤维 ,从 而 用 
于 生产 防弹 背心 帽子、 降落伞 绳 索 和 其 他 高 强度 的 轻型 装备 。 


最 后 ,DNA 重组 技术 还 被 用 来 进行 基础 研究 .如 果 说 ,分 子 生物 学 研究 的 核 ， 


心 是 遗传 信息 的 传递 和 控制 ,那么 根据 中 心 法 则 ,我 们 要 研究 的 就 是 从 DNA 到 
RNA ,再 到 蛋白 质 的 全 过 程 ,也 即 基因 的 表达 与 调控 。 在 这 里 ,无 论 是 对 启动 子 
的 研究 (包括 调控 元 件 或 称 顺 式 作 用 元 件 ) ,还 是 对 转录 因子 的 克隆 与 分 析 ,都 
离 不 开 重组 DNA 技术 的 应 用 。 


1.3.2 基因 表达 调控 研究 


因为 蛋白 质 分 子 参 与 并 控制 了 细胞 的 一 切 代 谢 活动 , 便 决定 蛋白 质 结构 和 
合成 时 序 的 信息 都 由 核酸 (主要 是 脱氧 核糖 核酸 ) 分 子 编码 ,表现 为 特定 的 核 苷 
酸 序 列 , 所 以 基因 表达 实质 上 就 是 遗传 信息 的 转录 和 翻译 。 在 个 体 生长 发 育 过 
程 中 ,生物 遗传 信息 的 表达 按 一 定 的 时 序 发 生变 化 (时 序 调 节 ) ,并 随 着 内 外 环 
境 的 变化 而 不 断 加 以 修正 (环境 调控 )。 基因 表达 的 调控 主要 发 生 在 转录 水 平 或 
翻译 水 平 上 。 原 核 生 物 的 基因 组 和 染色 体 结构 都 比 真 核 生物 简单 ,转录 和 翻译 
在 同一 时 间 和 空间 内 发 生 , 基 因 表 达 的 调控 主要 发 生 在 转录 水 平 。 真 核 生 物 有 
细胞 核 结构 ,转录 和 翻译 过 程 在 时 间 和 空间 上 都 被 分 隔 开 , 且 在 转录 和 翻译 后 
都 有 复杂 的 信息 加 工 过 程 ， 其 基因 表达 的 调控 可 以 发 生 在 各 种 不 同 的 水 平 上 。 
基因 表达 调控 主要 表现 在 信号 传导 研究 转录 因子 研究 及 RNA 剪辑 3 个 方面 。 
信号 传导 是 指 外 部 信号 通过 细胞 膜 上 的 受 体 蛋 白 传 到 细胞 内 部 ,并 激发 诸如 离 
子 通 透 性 、 细 胞 形状 或 其 他 细胞 功能 的 应 答 过 程 。 当 信号 分 子 ( 配 体 ) 与 相应 的 
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受 体 作 用 后 ,可 以 激活 受 体 分 子 的 构 型 变化 ,使 之 形成 专 一 性 的 离子 通道 ,也 可 
以 激活 受 体 分 子 的 蛋白 激酶 或 磷酸 酯 酶 ,还 可 以 通过 受 体 分 子 指导 合成 cCMP、 
cAMP、 肌 醇 三 磷酸 等 第 二 信使 分 子 。 研 究 认 为 ,信号 传导 之 所 以 能 引起 细胞 功 
能 的 改变 ,主要 是 由 于 信和 号 最 后 活化 了 某 些 蛋白 质 分 子 ,使 之 发 生 构 型 变化 ,从 
而 直接 作用 于 靶 位 点 ,打开 或 关闭 某 些 基因 。 

转录 因子 是 一 群 能 与 基因 5' 端 上 游 特定 序列 专 一 结合 ,从 而 保证 目的 基因 
以 特定 的 强度 在 特定 的 时 间 与 空间 表达 的 蛋白 质 分 子 。 在 对 植物 的 某 些 性 状 进 
行 遗 传 分 析 时 发 现 , 某 些 基 因 的 突变 会 影响 其 他 基因 的 表达 。 例 如 ,有 20 多 个 
基因 参与 玉米 花 青 素 的 生物 合成 ,但 其 中 的 Cl\r pl 或 b 基因 发 生 突 变 后 ,该 代 
谢 途 径 中 的 结构 酶 基因 全 部 被 关闭 。 如 果 4mntp Flz 或 Ubx 等 基因 发 生 突变 , 果 
蝇 的 体 节 发 育 就 会 受 影响 ， 身 体 中 的 一 部 分 就 可 能 变 成 相似 于 另 一 部 分 的 结 
构 ,因此 ,它们 是 控制 果 蝇 胚胎 早期 体 节 分 化 与 发 育 的 主要 调节 基因 ,它们 所 编 
码 的 蛋白 质 是 调节 与 发 育 有 关 的 结构 基因 表达 的 总 开关 。 

真 核 基因 在 结构 上 的 不 连续 性 是 近 10 年 来 生物 学 上 的 重大 发 现 之 一 。 当 
基因 转录 成 pre-mRNA 后 ,除了 在 5" 端 加 由 及 3' 端 加 多 聚 A(poly A) 之 外 ,还 
要 切 去 隔 开 各 个 相 邻 编码 区 的 内 含 子 ， 使 外 显 子 (编码 区 ) 相连 后 成 为 成 熟 
mRNA。 研 究 发 现 , 许 多 基因 中 的 内 含 子 并 不 是 一 次 全 部 切 去 ,而 是 在 不 同 的 细 
胞 或 不 同 的 发 育 阶段 选择 性 剪 切 其 中 部 分 内 含 子 , 生 成 不 同 的 mRNA 及 蛋白 质 
分 子 。 如 降 钙 素 基 因 、 肌 原 蛋 白 基 因 和 参与 果 蝇 体 细胞 分 化 的 dsx 基因 等 ,都 采 
用 选择 性 剪 切 方式 从 而 生成 不 同 功 能 的 蛋白 质 。 由 于 RNA 的 选择 性 剪 切 不 牵 
涉 遗 传 信息 的 永久 性 改变 ,所 以 是 真 核 基 因 表 达 调 控 中 一 种 比较 灵活 的 方式 。 


1.3.3 ”生物 大 分 子 的 结构 功能 研究 一 一 结构 分 子 生物 学 


一 个 生物 大 分 子 ,无 论 是 核酸 、 蛋 白质 或 多 糖 ,在 发 挥 生物 学 功能 时 ,必须 
具备 两 个 前 提 。 首 先 , 它 拥有 特定 的 空间 结构 (三 维 结构 ); 其 次 ,在 它 发 挥 生物 
学 功能 的 过 程 中 必定 存在 着 结构 和 构象 的 变化 。 结 构 分 子 生物 学 就 是 研究 生物 
大 分 子 特定 的 空间 结构 及 结构 的 运动 变化 与 其 生物 学 功能 关系 的 科学 。 它 包括 
结构 的 测定 ,结构 运动 变化 规律 的 探索 及 结构 与 功能 相互 关系 的 建立 3 个 主要 
研究 方向 。 目 前 ,最 常见 的 研究 三 维 结构 及 其 运动 规律 的 手段 是 X 线 入 射 的 晶 
体 学 (又 称 蛋 白质 晶体 学 ), 其 次 是 用 二 维 或 多 维 核磁 共振 研究 液 相 结构 ,也 有 
人 用 电镜 三 维 重组 ,电子 衍射 ,中 子 衍射 和 各 种 频谱 学 方法 研究 生物 高 分 子 的 
空间 结构 。 


1.3.4 基因 组 .功能 基因 组 与 生物 信息 学 研究 


2001 年 2 月 ,世界 两 大 最 著名 的 学 术 刊 物 ,“Nature”" 和 “Science” 同 时 发 表 
了 人 类 基因 组 全 序列 ,为 确定 基因 对 人 类 生长 发 育 和 疾病 的 预防 治疗 提供 了 一 
个 前 所 未 有 的 大 舞台 ,生命 科学 界 为 之 振奋 。 最 新 的 数据 表明 ,已 有 数 十 种 原核 
生物 及 酵母 线虫 \. 果 蝇 和 高 等 植物 拟 南 芥 等 多 种 真 核 生物 基因 组 被 基本 破译 ， 
极 大 地 丰富 了 人 类 的 知识 宝库 ,加 快 了 人 类 认识 自然 和 改造 自然 的 步伐 。 虽然 
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完成 某 一 生物 的 基因 组 计划 就 意味 着 该 物种 所 有 遗传 密码 已 经 为 人 类 所 掌握 ， 
但 测定 基因 组 序列 只 是 了 解 基因 的 第 一 步 ,因为 基因 组 计划 不 可 能 直接 阐明 基 
因 的 功能 ,更 不 能 预测 该 基因 所 编码 蛋白 质 的 功能 与 活性 ,所 以 ,并 不 能 指导 人 
们 充分 准确 地 利用 这 些 基 因 的 产物 。 于 是 ,科学 家 又 在 基因 组 计划 的 基础 上 提 
出 了 "和 蛋白 组 计划 ”( 又 称 " 后 基因 组 计划 "或 “功能 基因 组 计划 ”) , 骨 在 快速 ,高 
效 、 大 规模 鉴定 基因 的 产物 和 功能 。 

巨大 的 基因 组 信息 给 科学 家 带 来 了 前 所 未 过 的 挑战 。 以 人 细胞 中 所 带 有 的 
近 30 亿 个 碱 基 对 为 例 ,一 个 人 即使 每 秒 中 读 10 个 碱 基 ,每 天 工作 24 小 时 ,一 
年 干 365 天 ,也 得 花 10 年 时 间 才 能 把 这 些 数据 看 一 遍 ,更 不 用 说 数据 分 析 了 。 
依靠 计算 机 快速 高 效 运 算 并 进行 统计 分 类 和 结构 功能 预测 的 生物 信息 学 就 是 
在 这 样 的 背景 下 诞生 的 。 没 有 生物 信息 学 的 知识 ,不 借助 于 最 先进 的 计算 科学 ， 
人 类 就 不 可 能 最 大 限度 地 开发 和 运用 基因 组 学 所 产生 的 庞大 数据 。 


1.4 展望 


从 20 世纪 50 年 代 初 Watson 和 Crick 提出 DNA 双 螺 旋 模 型 至 今 , 短 短 40 
多 年 间 ,生物 学 领域 里 的 变化 岂止 “沧海 桑田 "所 能 形容 。 核 苷 酸 序列 测定 技术 
的 迅速 进步 ,使 人 类 基因 组 近 30 亿 个 碱 基 对 全 部 被 测定 ! 20 年 前 , 当 人 们 第 一 
次 谈 到 这 个 巨大 的 项 目 时 ,不 免 带 有 “ 谈 虎 色 变 " 的 感觉 。X 线 入 射 及 其 他 高 分 
子 研究 技术 的 相继 问世 ， 使 建立 生物 大 分 子 三 维 构象 库 的 梦想 成 真 。 到 2006 
年 ,已 有 近 30 000 套 蛋 白质 构象 人 库 。DNA 重组 技术 的 应 用 ,使 得 基因 克隆 分 
析 日 益 成 为 全 世界 数 以 万 计生 物 科学 工作 者 手中 的 “常规 武器 ”"。 近 来 ,每 年 都 
有 上 千 个 新 的 基因 序列 被 存 人 各 类 基因 文库 ,根据 ISAAA (International Service 
for the Acquisition of Agri-biotech Applications)2007 年 1 月 的 统计 资料 ,全 球 范 
围 内 已 有 22 个 国家 正在 种 植 转基因 农作物 ,从 1996 年 第 一 次 进入 大 田 种 植 以 
来 的 短 短 11 年 间 , 转 基因 农作物 种 植 面积 已 经 超过 5.83x105 km?,25 倍 于 英国 
全 境 。 

20 世纪 中 期 以 来 ,生物 学 正在 各 个 学 科 之 间 广 泛 渗 透 , 相 互 促进 ,不 断 深入 
和 发 展 , 既 从 宏观 和 微观 、 最 基本 和 最 复杂 等 不 同方 向 展开 研究 ,也 从 分 子 水 
平 细胞 水 平 个 体 和 群体 等 不 同 层次 深入 探索 各 种 生物 学 现象 ,逐步 揭 开 生命 
的 奥秘 。 生物 学 革命 也 为 数学 物理 学 化学、 信息、 材料 与 工程 科学 提出 了 许多 
新 概念 、 新 闻 题 和 新 思路 ,促使 这 些 学 科 在 理论 和 方法 上 得 到 发 展 提高 。 

生命 世界 的 多 样 性 和 生命 本 质 的 一 致 性 这 个 辩证 的 统一 ,已 经 为 越 来 越 多 
的 人 所 接受 。 尽管 生命 过 程 在 数 以 万 计 的 不 同 生 物 中 的 表现 形式 可 以 是 完全 不 
同 的 ,但 生命 活动 的 本 质 是 高 度 一 致 的 ,如 核酸 与 蛋白 质 一 级 结构 的 对 应 关系 ， 
在 整个 生命 世界 都 是 一 致 的 。 

除 极 少数 生物 体外 ,脱氧 核糖 酸 是 地 球 上 千 百 万 生灵 所 共有 的 遗传 密码 。 
如 果 没 有 这 个 统一 性 ， 人 们 就 不 可 能 把 某 一 个 基因 从 A 生物 转移 到 B 生物 体 
内 ,得 到 表达 并 发 挥 相同 的 功能 。 从 表面 上 看 ,动物 和 植物 是 两 个 完全 不 同 的 群 
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体 , 它 们 以 两 种 完全 不 同 的 方式 摄取 能 量 。 动物 靠 的 是 氧化 磷酸 化 ,在 食物 的 氧 
化 过 程 中 合成 “生命 通货 "一 一 腺 苷 三 磷酸 (ATP) ,而 植物 则 通过 光合 作用 ,将 光 
能 转变 成 ATP, 以 供 生命 活动 之 需 。 但 是 , 动 .植物 细胞 代谢 活动 的 实质 都 是 电 
子 在 一 系列 受 体 蛋白 质 之 间 传 递 ,造成 膜 内 外 质子 浓度 差 ,以 合成 ATP。 生命 活 
动 的 这 种 高 度 一 致 性 ,使 分 子 生 物 学 研究 日 益 渗 透 到 生物 学 的 各 个 领域 ,产生 
了 全 面 的 影响 。 

分 子 生物 学 细胞 生物 学 和 神经 生物 学 被 认为 是 当代 生物 学 研究 的 三 大 主 
题 ,分 子 生 物 学 的 全 面 渗透 推动 了 细胞 生物 学 和 神经 生物 学 的 发 展 。 分 子 生物 
学 研究 技术 的 发 展 ,几乎 完全 改变 了 科学 家 对 膜 内 外 信号 转 导 、 离 子 通 道 的 分 
子 结构 ,功能 特性 及 运转 方式 的 认识 。 在 对 突 触 部 位 神经 递 质 的 合成 .维持 , 释 
放 及 其 作用 的 分 子 机 制 的 研究 中 ， 最近 10 年 所 取得 的 进展 远 远 超过 了 以 往 几 
十 年 的 总 和 。 

遗传 学 是 分 子 生物 学 发 展 以 来 受 影响 最 大 的 学 科 。 孟 德 尔 著名 的 皱 皮 怠 豆 
和 圆 粒 葛 豆子 代 分 离 实验 以 及 由 此 得 到 的 遗传 规律 ， 纷 纷 在 近 20 年 内 得 到 分 
子 水 平 上 的 解释 。 越 来 越 多 的 遗传 学 原理 正在 被 分 子 水 平 的 实验 所 证 实 或 否 
定 ,许多 遗传 病 已 经 得 到 控制 或 可 以 治愈, 许多 经 典 遗 传 学 无 法 解决 的 问题 和 
无 法 破译 的 奥秘 ,也 相继 被 攻克 ,分 子 遗 传 学 已 成 为 人 类 了 解 .阐明 和 改造 自然 
界 的 重要 武器 。 

分 类 和 进化 研究 是 生物 学 中 最 古老 的 领域 ,它们 同样 由 于 分 子 生 物 学 的 渗 
透 而 获得 了 新 生 。 过 去 研究 分 类 和 进化 ,主要 依靠 生物 体 的 形态 ,并 辅 以 生理 特 
征 ,来 探讨 生物 间 亲 缘 关 系 的 远近 。 现 在 ,反映 不 同 生 命 活动 中 更 为 本 质 的 核 
酸 、 绰 白质 序列 间 的 比较 ,已 被 大 量 用 于 分 类 和 进化 的 研究 。 由 于 核酸 技术 的 进 
步 , 科 学 家 已 经 可 能 从 已 灭绝 的 化 石 里 提取 极为 微量 的 DNA 分 子 ,并 进行 深入 
的 研究 ,以 此 确立 这 些 生 物 在 进化 树 中 的 地 位 。 

分 子 生物 学 还 对 发 育 生物 学 研究 产生 了 巨大 的 影响 。 人 们 早 就 知道 ,个 体 
生长 发 育 所 需 的 全 部 信息 都 是 储存 在 DNA 序列 中 的 ， 如 果 受 精 卵 中 的 遗传 信 
息 不 能 按照 一 定 的 时 空 顺序 表达 ,个 体 发 育 规律 就 会 被 打 乱 ,高 度 有 序 的 生物 
世界 就 不 复 存 在 。 大 量 分 子 水 平 的 实验 证 明 ， 非 编码 RNA (包括 miRNA 和 
siRNA ) 在 动 植物 个 体 发 育 过 程 中 发 挥 了 举足轻重 的 作用 。 专 家 估计 ,这 个 领域 
的 研究 将 为 发 育 生物 学 带 来 一 场 革命 。 

分 子 生物 学 的 发 展 揭示 了 生命 本 质 的 高 度 有 序 性 和 一 致 性 ,是 人 类 在 认识 
论 上 的 重大 飞跃 。 生 命 活 动 的 一 致 性 ,决定 了 二 十 一 世纪 的 生物 学 将 是 真正 的 
系统 生物 学 (systems biology), 是 生物 学 范围 内 所 有 学 科 在 分 子 水 平 上 的 统一 。 
以 基因 组 学 转录 组 学 、 蛋 白质 组 学 以 及 代谢 组 学 等 不 同 层次 “组 学 "的 最 新 成 
果 为 基础 的 系统 生物 学 ,是 研究 一 个 生物 系统 中 所 有 组 成 成 分 (基因 .mRNA 、 蛋 
白质 等 ) 的 变化 规律 以 及 在 特定 遗传 或 环境 条 件 下 相互 关系 的 学 科 。 系 统 生物 
学 研究 通过 整合 各 组 分 的 信息 ,以 图 画 或 数学 方式 建立 能 描述 系统 结构 和 行为 
的 模型 。 由 于 分 子 生物 学 .生物 化 学 及 生物 物理 学 的 影响 ,大 量 物理 、 化 学 工作 
者 进入 生物 学 领域 , 既 有 力 地 推动 了 生命 科学 的 发 展 , 也 极 大 地 促进 了 这 两 个 
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学 科 的 发 展 。 因此 ,分 子 生物 学 不 仅 是 目前 自然 科学 中 进展 最 迅速 、 最 具 活 力 和 
生气 的 领域 ,也 是 新 世纪 的 带头 学 科 。 愿 有 志 于 生命 科学 研究 的 殖 蕴 学子 及 广 
大 青年 朋友 们 ,早日 掌握 分 子 生物 学 这 把 金 钥匙 ,为 祖国 繁荣 富强 ,为 人 类 的 文 
明和 进步 作出 新 贡献 1 
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. 简 述 孟 德 尔 、 摩 尔 根 和 沃 森 等 人 对 分 子 生 物 学 发 展 的 主要 贡献 。 


. 写 出 DNA 和 RNA 的 英文 全 称 。 

, 试 述 “ 有 其 父 必 有 其 子 " 的 生物 学 本 质 。 

. 早期 主要 由 哪些 实验 证 实 DNA 是 遗传 物质 ? 写 出 这 些 实验 的 主要 步骤 。 
. 请 定义 DNA 重组 技术 和 基因 工程 技术 。 

. 说 出 分 子 生 物 学 的 主要 研究 内 容 。 

.你 认为 二 十 一 世纪 初 分 子 生物 学 将 在 哪些 领域 取得 进展 ? 
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汶 色 体 与 DNA 


很 入 以 前 ， 人 们 就 知道 所 有 生命 体 都 具备 代 代 相传 的 本 领 。 
然而 ,生物 遗传 的 物质 基础 是 什么 ? 或 者 说 ,什么 因素 决定 了 生 
物 遗 传 呢 ? 现代 遗传 学 ,尤其 是 分 子 生物 学 的 研究 证 实 ,脱氧 核 
糖 核酸 ， 简 称 DNA， 控 制 了 生物 的 性 状 遗 传 (也 有 以 核糖 核 
酸 一 一 RNA 作为 遗传 物质 的 ,如 部 分 病毒 和 类 病毒 ) 。 无 论 DNA 
或 RNA ,都 是 由 许 许多 多 个 核 苷 酸 连接 而 成 的 生物 大 分 子 ,而 每 
个 核 苷 酸 又 由 磷酸 、 核 糖 和 碱 基 3 部 分 组 成 (图 2-1)。 组 成 DNA 
分 子 的 碱 基 只 有 4 种 , 即 腺 味 叭 (A) , 鸟 味 叭 (G) 胸 腺 喀 啶 (T) 和 
胞 喀 啶 (C)。 图 2-2 是 存在 于 DNA 和 RNA 分 子 中 的 5 种 含 氮 碱 
基 的 结构 式 。 


( 喀 啶 )3'- 一 磷酸 | ( 嗓 叭 )5'- 一 磷酸 


有 图 2-1 核 苷 酸 的 组 成 与 结构 核 并 的 5“ 位 和 3 位 都 可 能 与 磷酸 基 团 相连 。 
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有 图 2-2 组 成 DNA 和 RNA 分 子 的 五 种 含 氨 碱 基 的 结构 式 


2.1 染色体 
2.1.1 ”染色 体 概述 


由 于 亲 代 能 够 将 自己 的 遗传 物质 DNA 以 染色 体 (chromosome) 的 形式 传 给 
子 代 ,保持 了 物种 的 稳定 性 和 连续 性 。 因此 ,人 们 普遍 认为 染色 体 在 遗传 上 起 着 
主要 作用 。 染 色 体 包括 DNA 和 和 蛋白 质 两 大 部 分 。 同 一 物种 内 每 条 染色 体 所 带 
DNA 的 量 是 一 定 的 ,但 不 同 染 色 体 或 不 同 物种 之 间 变 化 很 大 ,从 上 百 万 到 几 亿 
个 核 苷 酸 不 等 。 人 X 染色 体 就 带 有 1.28 亿 个 核 苷 酸 对 ,而 站 染色 体 只 带 有 0.19 
亿 个 核 苷 酸 对 ( 表 2-1)。 此 外 ,组 成 染色 体 的 蛋白 质 ( 组 蛋白 和 非 组 蛋白 ) 种 
类 和 含量 也 是 十 分 稳定 的 。 由 于 细胞 内 的 DNA 主要 在 染色 体 上 ,所 以 说 遗传 
物质 的 主要 载体 是 染色 体 。 


表 2-1 人 类 基因 组 各 条 染色 体 中 碱 基 对 数量 和 推导 的 功能 基因 数量 对 照 
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旨 200 2 427 
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7 146 1 831 
8 146 1 560 
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二 号 2 染色 体 与 DNA 


11 132 2 185 
12 134 1 861 
13 99 1 032 
14 87 1 283 
15 80 1 198 
16 75 1 421 
17 78 1 545 
18 79 826 
19 58 1 675 
20 61 986 
21 33 449 
22 36 835 
X 128 1 465 
革 19 210 
总 长 2 907 39 114 
* 引 自 Science. 2001,291:1304 ~ 1351 


19 世纪 中 叶 ,细胞 生物 学 家 首先 在 光学 显微镜 下 看 到 了 细胞 这 个 生命 的 基 
本 单位 ( 表 2-2) ,他 们 不 但 记录 了 真 核 细胞 分 裂 的 全 过 程 ,发 现 了 细胞 质 与 细 
胞 核 之 间 的 界限 ,还 在 细胞 分 裂 时 观察 到 存在 于 细胞 核 中 的 棒状 可 染色 结构 并 
将 其 命名 为 染色 体 。 一 般 说 来 ,只 有 在 细胞 有 丝 分裂 过 程 中 ,人 们 才能 在 光学 显 
微 镜 下 观察 到 这 些 结构 。 


表 2-2 原核 和 真 核 细胞 特征 分 析 


体积 小 (1~10 pm) 较 大 (5 ~ 100 hum) 

基因 组 DNA 与 非 组 蛋白 相 结 合 ， DNA 与 组 蛋白 及 非 组 蛋白 结合 形成 
基因 组 位 于 类 核 中 染色 体 

细胞 分 裂 形式 裂 殖 或 出 芽 有 丝 分 裂 和 减 数 分 裂 

外 膜 包 被 的 细胞 器 无 线粒体 .叶绿体 .内 质 网 高 尔 基 体 等 

能 量 代谢 无 线粒体 ,氧化 还 原 酶 系 ”氧化 还 原 酶 系统 位 于 线粒体 中 ,能 量 
统 位 于 细胞 质 膜 上 代谢 途径 之 间 差 异 较 小 

细胞 骨架 无 由 微 管 ,中间 纤维 和 肌 动 纤维 等 形成 

复杂 的 细胞 骨架 
细胞 间 的 运动 无 原生 质 体 流动 或 胞 饮 


染色 体位 于 真 核 细 胞 核 的 核 仁 内 ,是 极 细微 的 线性 构造 ,因为 它 控制 了 生 
命 遗 传 ,所 以 人 们 又 称 之 为 “生命 之 线 "。 当 细胞 分 裂 时 ,每 一 条 染色 体 都 复制 生 
成 一 条 与 母 链 完全 一 样 的 子 链 ,形成 同 源 染 色 体 对 。 一 般 说 来 ,染色体 只 有 在 细 


21 染色 体 Pp> 


胞 有 丝 分 裂 过 程 中 , 才 可 在 光学 显微镜 下 观察 到 (图 2-3)。 而 在 细胞 生活 周期 
中 占 较 长 时 间 的 分 裂 间 期 ， 染 色 体 以 较 细 且 松散 的 染色 质 形式 存在 于 胞 核 中 。 
非 分 裂 期 的 细胞 核 经 低 渗 处 理 溶 胀 破裂 后 释放 出 染色 质 ,在 电子 显微镜 下 呈 
纤维 串珠 状 的 长 丝 ,包括 有 DNA 双 螺 旋 的 长 臂 及 部 分 蛋白 质 。 
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有 图 2-3 人 类 22 对 染色 体 及 性 染色 体 显 微 结构 图 


真 核 与 原核 细胞 染色 体 除了 外 观 结构 不 同 之 外 ,它们 在 细胞 内 的 存在 方式 
也 不 同 。 细 菌 染 色 体 外 庄 着 稀疏 的 蛋白 质 , 其 中 的 一 部 分 与 DNA 的 折 全 有关， 
另 一 些 则 参与 DNA 复制 .重组 及 转录 过 程 。 真 核 细 胞 的 染色 体 中 ,DNA 与 蛋白 
质 完全 融合 在 一 起 ,其 蛋白 质 与 相应 DNA 的 质量 比 约 为 2:1。 这 些 蛋 白质 , 包 
括 组 蛋白 和 非 组 蛋白 ,在 染色 体 的 结构 中 起 着 重要 作用 。 这 样 ,DNA 组 蛋白 和 
非 组 蛋白 及 部 分 RNA (主要 是 尚未 完成 转录 而 仍 与 模板 DNA 相连 接 的 那些 
RNA ,其 含量 不 到 DNA 的 10% ) 组 成 了 染色 体 。 

因为 原核 生物 没有 真正 的 细胞 核 ,DNA 一 般 位 于 一 个 类 似 “ 核 ”的 结 
构 一 一 称 为 类 核 体 上 。 细 菌 DNA 是 一 条 相对 分 子 质量 在 10? 左右 的 共 价 . 闭 
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吉本 2 染色 体 与 DNA 
合 双 链 分 子 ,通常 也 称 为 染色 体 ( 图 2-4 )。 虽 然 快速 生长 期 内 的 大 肠 杆 菌 可 以 
有 几 条 染色 体 , 但 一 般 情况 下 只 含有 一 条 染色 体 。 因 此 ,大 肠 杆菌 和 其 他 原核 
细胞 都 是 单 倍 的 。 


上 图 2-4 大 肠 杆 菌 细胞 中 基因 组 
DNA 的 电镜 显 微 照片 箭头 所 示 处 
为 球状 质粒 DNA ,各 种 白斑 或 黑 斑 为 
样品 准备 中 产生 的 假象 


原核 生物 DNA 的 主要 特征 :原核 生物 中 一 般 只 有 一 条 染色 体 且 大 都 带 有 
单 拷贝 基因 ,只 有 很 少数 基因 (如 rRNA 基因 ) 是 以 多 拷贝 形式 存在 ;整个 染 
色 体 DNA 几乎 全 部 由 功能 基因 与 调控 序列 所 组 成 ; 几乎 每 个 基因 序列 都 与 
它 所 编码 的 蛋白 质 序列 呈 线 性 对 应 状态 。 


2.1.2 ” 真 核 细胞 染色 体 的 组 成 


真 核 细胞 都 有 明显 的 核 结构 ,除了 性 细胞 以 外 , 真 核 细胞 的 染色 体 都 是 二 
倍 体 ,而 性 细胞 即 生殖 细胞 的 染色 体 数 目 是 体 细胞 的 一 半 , 故 称 为 单 倍 体 , 在 二 
倍 体 阶 段 ,每 个 基因 都 有 两 个 拷贝 ,其 中 的 一 个 拷贝 会 通过 配子 (gamete) , 即 性 
细胞 (精子 或 卵子 ) 从 亲本 传 到 子 代 。 精 、 卵 细胞 结合 形成 合子 (zygote) ,也 称 受 
精 卵 , 它 包含 了 从 父母 本 来 的 各 一 个 拷贝 的 所 有 基因 ,从 而 创造 了 一 个 新 生 的 
二 倍 体 。 在 这 个 新 的 个 体内 ,基因 的 一 个 拷贝 来 自 父 本 , 另 一 个 拷贝 来 自 母 本 。 

作为 遗传 物质 ,染色 体 具 有 如 下 特征 :中 分 子 结构 相对 稳定 ;加 能 够 自我 复 
制 ,使 亲子 代 之 间 保 持 连续 性 ;@ 能 够 指导 蛋白 质 的 合成 ,从 而 控制 整个 生命 过 
程 ;电能 够 产生 可 遗传 的 变异 。 

表 2-3 给 出 了 主要 动 ,植物 的 染色 体 数目 , 表 2-4 是 几 种 叭 菌 体 的 基因 组 
DNA 和 病毒 颗粒 大 小 比较 。 

由 于 真 核 细胞 DNA 相对 分 子 质量 一 般 大 大 超过 原核 生物 ， 其 染色 体 也 常 
常 为 大 量 蛋 白质 及 核 膜 所 包围 , DNA 的 转录 和 翻译 是 在 不 同 的 空间 和 时 间 上 进 
行 的 ,所 以 其 基因 表达 的 调控 不 仅 与 DNA 的 序列 有 关 ,而 且 也 与 染色 体 的 结构 
有 关 。 下 面 将 详细 介绍 真 核 细胞 染色 体 的 组 成 。 

1. 和 蛋白质 

染色 体 上 的 蛋白 质 主要 包括 组 蛋白 和 非 组 蛋白 。 组 蛋白 是 染色 体 的 结构 蛋 
日 , 它 与 DNA 组 成 核 小 体 。 通 常 可 以 用 2 mol/L NaCl 或 0.25 mol/L 的 HCUVH2SO， 
处 理 染色 质 使 组 蛋白 与 DNA 分 开 ,然后 再 用 离子 交换 柱 色谱 分 离 . 根据 其 凝 胶 


2.1 染色 体 PP> 
表 2-3 部 分 动 .植物 细胞 内 染色 体 数 


单 倍 体 染色 体 数 物 单 倍 体 染色 体 数 


人 23 线虫 11/12( M/F) 
猿 猴 21 | 醇 母 8 ~16 
牛 30 绿 藻 10 左右 
和 狗 39 | 洋葱 8 
猪 19 大 麦 4 
二 32 | 水 稻 12 
家 鼠 20 | 玉米 10 
大 鼠 21 | 龙头 花 8 
荷兰 32 番茄 12 
免 22 烟草 24 
鸡 39 菜豆 11 
鳄鱼 16 松树 12 
蛙 13 赣 豆 7 
鲤鱼 52 马铃薯 24 
ES 28 家 蝇 6 
淡水 屹 16 | 果 蝇 4 
狐 17 细菌 1 
猫 19 | 红 三 叶 草 了 


注 : 有 些 生 物 染 色 体 数 并 不 辕 定 , 有 些 生物 雌 、 雄 个 体 间 染 色 体 数 不 同 。 
表 2-4 部 分 噬菌体 基因 组 DNA 及 病毒 颗粒 大 小 比较 


DNA 的 长 度 /bp DNA 的 长 度 /nm 病毒 颗粒 的 长 度 /nm 
X174 5 386 1 939 25 
| 39 936 14 377 78 
A( lambda) 48 502 17 460 190 
T4 168 889 60 800 210 


电泳 性 质 可 以 把 组 蛋白 分 为 HHA、HB、H: 及 Hs。 这 些 组 蛋白 都 含有 大 量 的 
赖 氨 酸 和 精 氨 酸 ,其 中 H;、Hs 富 含 精 氨 酸 ,H' 富 含 赖 氨 酸 ;HA、HB 介 于 两 者 之 
间 。 它 们 的 理化 特性 见 表 2-5。 


表 2-5 真 核 细胞 染色 体 上 的 组 蛋白 成 分 分 析 


氨基 酶 数目 


H, 21 000 223 易 不 保守 0.5 接头 
H,A 14 500 129 较 难 较 保守 | 核心 
H,B 13 800 125 较 难 较 保守 1 核心 
H; 15 300 135 最 难 最 保守 1 核心 
H, 11 300 102 最 难 最 保守 1 核心 
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十 本 2 染色 体 与 DNA 


组 蛋白 具有 如 下 特性 : 

J 进化 上 的 极端 保守 性 ”不同 种 生物 组 蛋白 的 氨基 酸 组 成 是 十 分 相似 
的 ,特别 是 H3、Hs。 牛 、 猪 、 大 鼠 的 Hs 氨基酸 序列 完全 相同 。 牛 的 Hs 序列 与 下 
豆 序列 相 比 只 有 两 个 氨基 酸 的 差异 (豌豆 Hs 中 的 异 亮 氨 酸 “一 织 氨 酸 %, 精 氨 
酸 "一 赖 氨 酸 ")。Ha 的 保守 性 也 很 强 ,鲤鱼 与 小 牛 胸腺 的 Hs 只 差 一 个 氨基 酸 ， 
小 牛 胸腺 与 豆 苗 Hs 只 差 4 个 氨基 酸 。HA HB 的 变化 相对 大 些 ,Hi 的 变化 则 更 
大 。H; 及 H, 在 氨基 酸 组 成 上 的 极端 保守 性 表明 ,它们 可 能 对 稳定 真 核 生物 的 染 
色 体 结构 起 重要 作用 。 

@) 无 组 织 特异 性 到 目前 为 止 , 仅 发 现 鸟 类 \ 鱼 类 及 两 栖 类 红细胞 染色 体 
不 会 Hl 而 带 有 Hs, 精 细胞 染色 体 的 组 蛋白 是 鱼 精 蛋 白 这 两 个 例外 。 

G) 肽 链 上 氨基 酸 分 布 的 不 对 称 性 碱 性 氨基 酸 集 中 分 布 在 N 端的 半 条 链 
上 。 例 如 ,HIN 端的 半 条 链 上 净 电 荷 为 +16,C 端 只 有 +3 ,大 部 分 朴 水 基 团 都 分 
布 在 C 端 。 这 种 不 对 称 的 分 布 可 能 与 它们 的 功能 和 相互 作用 有 关 。 碱 性 的 半 
条 链 易 与 DNA 的 负电 荷 区 结合 ， 而 另外 半 条 链 与 其 他 组 蛋白 、 非 组 蛋白 结 
合 。 表 2-6 比较 了 不 同 组 蛋白 中 赖 氨 酸 和 精 氨 酸 的 含量 。 


表 2-6 不 同 组 蛋白 分 子 中 所 含 的 碱 性 氨基 酸 比较 ( 占 氨 基 酸 总 量 的 % ) 


赖 氨 酸 29.5 10.9 16.0 9.6 10.8 
精 氨 酸 1.3 9.3 6.4 13. 3 13 


@ 组 蛋白 的 修饰 作用 包括 甲 基 化 、 乙 基 化 、 磷 酸化 及 ADP 核糖 基 化 等 。 
在 几 种 组 蛋白 中 以 H;、H 的 修饰 作用 比较 普遍 ,HA 、H2B Hi 不 很 明显 ， 其 中 
H2B 有 乙酰 化 作用 ,H 有 磷酸 化 作用 。 修 饰 作用 只 发 生 在 细胞 周期 的 特定 时 间 
和 组 蛋白 的 特定 位 点 上 ,如 组 培 细胞 Hi 的 磷酸 化 都 发 生 在 S 期 ,而 其 他 细胞 则 
发 生 在 G: 后 期 ,HB 的 乙 基 化 都 发 生 在 赖 氨 酸 残 基 上 。 

@) 富 含 赖 氨 酸 的 组 蛋白 H。 从 该 组 蛋白 的 氨基 酸 成 分 来 看 ， 除了 富 含 赖 
氨 酸 (24% ) 以 外 ,还 富 含 丙 氨 酸 (16%)、 丝 氨 酸 (13%) 及 精 氨 酸 (11%)。 从 鸟 类 、 
两 栖 类 及 鱼 类 红细胞 分 离 的 H， 都 具有 种 特异 性 ,从 氨基 酸 序列 分 析 看 , 它 与 Hi 
并 无 明显 的 亲缘 关系 。 有 核 的 红细胞 完全 失去 复制 和 转录 的 能 力 ,其 核 很 小 , 染 
色 质 高 度 浓缩 ,所 以 人 们 认为 红细胞 染色 质 的 失 活 与 H, 的 积累 有 关 。 但 是 ,在 
成 红细胞 中 也 有 相当 数量 的 Hs。 有 证 据 表明 ,H, 的 磷酸 化 很 可 能 在 染色 质 失 活 
过 程 中 起 重要 作用 。 

染色 体 上 除了 存在 大 约 与 DNA 等 量 的 组 蛋白 以 外 ， 还 存在 大 量 的 非 组 蛋 
白 。 非 组 蛋白 大 约 占 组 蛋白 总 量 的 60%~70%, 它 的 种 类 很 多 , 约 20~100 种 ,其 
中 常见 的 有 15~20 种 。 它 们 的 相对 分 子 质量 在 1.5x1041.8x10*。 非 组 蛋白 包括 
酶 类 ,如 RNA 聚合 酶 及 与 细胞 分 裂 有 关 的 收缩 蛋白 .骨架 蛋白 \ 核 孔 复 合 物 蛋 
白 以 及 肌 动 蛋白 、. 肌 球 蛋 白 、 微 管 蛋 白 \ 原 肌 和 蛋白 等 ,它们 也 可 能 是 染色 质 的 结 
构成 分 。 

中 高 速 泳 动 蛋白 (high mobility group protein,HMG 蛋白 ) 这 是 一 类 能 用 
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低 盐 (0.35 molL NaCl) 溶 液 抽 提 能 溶 于 2% 的 三 氯 乙酸 、 相 对 分 子 质量 都 在 
3.0x10* 以 下 的 非 组 蛋白 。 因 其 相对 分 子 质量 小 .在 凝 胶 电 泳 中 迁移 速度 快 而 得 
名 。 其 中 HMG1 及 HMG2 的 相对 分 子 质量 分 别 为 2.75x104 和 2.6x104, 富 含 赖 氨 
酸 、 精 氨 酸 、 谷 氨 酸 和 天 冬 氨 酸 。 这 类 蛋白 的 特点 是 能 与 DNA 结合 ,也 能 与 Hl 
作用 ,但 都 很 容易 用 低 盐 溶 液 抽 提 , 说 明 它 们 与 DNA 的 结合 并 不 牢固 。 现 在 一 
般 认 为 这 类 蛋白 可 能 与 DNA 的 超 螺旋 结构 有 关 。 

@@ DNA 结合 蛋白 ”用 2 moJL NaCl 除去 全 部 组 蛋白 和 70% 的 非 组 蛋白 
后 ,还 有 一 部 分 非 组 蛋白 紧 紧 地 与 DNA 结合 在 一 起 ,只 有 用 2 molL NaCl 和 
5 mol/L 尿素 才能 把 这 些 蛋 白 解 离 。 它 们 是 一 些 相对 分 子 质量 较 低 的 蛋白 质 , 约 
占 非 组 蛋白 的 20% ,染色 质 的 8%。 它 们 可 能 是 一 些 与 DNA 的 复制 或 转录 有 关 
的 酶 或 调节 物质 。 

@ A24 非 组 蛋白 ”有 科学 家 用 0.2 molL 的 硫酸 从 小 鼠 肝 脏 中 分 离 到 一 种 
称 为 A24 的 非 组 蛋白 。 这 种 蛋白 的 溶解 性 质 与 组 蛋白 相似 。 氨基酸 序列 测定 发 
现 A24 的 C 端 与 HA 相同 ,但 它 有 两 个 N 端 ,一 个 N 端的 序列 与 HA 相同 , 另 
一 个 N 端 与 泛 蛋 白 相 同 ,是 在 HA 的 119 位 赖 氨 酸 的 se-NH, 上 附加 的 多 肽 。 它 
与 HA 差不多 大 小 , 呈 酸 性 ,含有 较 多 的 谷 氨 酸 和 天 冬 氨 酸 。A24 的 总 量 大 约 是 
HA 的 1% ,位 于 核 小 体内 ,功能 不 详 。 

2. 真 核 生 物 基 因 组 DNA 

真 核 细胞 基因 组 的 最 大 特点 是 它 含 有 大 量 的 重复 序列 ， 而 且 功 能 DNA 序 
列 大 多 被 不 编码 蛋白 质 的 非 功 能 DNA 所 隔 开 。 我 们 把 一 种 生物 单 倍 体 基 因 组 
DNA 的 总 量 称 为 C 值 (C value)。 在 真 核 生物 中 ,C 值 一 般 是 随 生 物 进 化 而 增加 
的 ,高 等 生物 的 C 值 一 般 大 于 低 等 生物 ,这 很 容易 被 高 等 生物 需要 更 多 的 基因 
来 控制 性 状 所 解释 。 然 而 ,进一步 的 实验 发 现 , 某 些 两 栖 动物 的 C 值 甚至 比 
哺乳 动物 还 大 ,而 在 两 栖 动物 中 C 值 的 变化 也 很 大 ,可 相差 100 倍 (图 2-5)， 
这 就 是 著名 的 “C 值 反 常 现象 (C-value paradox)” ,也 称 C 值 废 误 。 它 是 指 C 值 
往往 与 种 系 进化 的 复杂 程度 不 一 致 , 某 些 低 等 生物 却 具有 较 大 的 C 值 。 如 果 这 
些 DNA 都 是 编码 蛋白 质 的 功能 基因 ,那么 ,很 难 想象 在 两 个 相近 的 物种 中 , 它 
们 的 基因 数目 会 相差 100 倍 。 由 此 推断 ,许多 DNA 序列 可 能 不 编码 蛋白 质 ,是 
没有 生理 功能 的 。 根 据 对 DNA 的 动力 学 研究 。 真 核 细胞 DNA 序列 大 致 上 可 被 
分 为 3 类 ; 

(1) 不 重复 序列 在 单 倍 体 基因 组 里 ,这 些 序列 一 般 只 有 一 个 或 几 个 拷贝 ， 
它 占 DNA 总 量 的 40%~80%， 如 牛 细胞 中 占 55%， 小 鼠 中 占 70% ， 果 蝇 中 占 
79%。 不 重复 序列 长 约 750~2 000 bp ,相当 于 一 个 结构 基因 的 长 度 。 实 际 上 结构 
基因 基本 上 属于 不 重复 序列 ,如 卵 清 蛋 白 、 乔 的 丝 心 蛋白 .血红 蛋白 和 珠 蛋 白 等 
都 是 单 拷贝 基因 。 

单 拷贝 基因 通过 基因 扩 增 仍 可 合成 大 量 的 蛋白 质 ,如 一 个 每 丝 心 蛋白 基因 
可 作为 模板 合成 10: 个 丝 心 蛋白 mRNA ,每 个 mRNA 可 存活 4d, 共 合成 10; 个 
丝 心 重 日 ,这 样 , 在 几 天 之 内 ,一 个 单 拷贝 丝 心 蛋 白 基 因 就 可 以 合成 10? 个 丝 
心 蛋白 分 子 。 这 种 放大 作用 特别 是 第 二 步 放 大 作用 对 单 拷 贝 基因 来 说 是 十 分 
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有 图 2-5 各 种 生物 细胞 内 DNA 总 量 比较 (a) 同类 生物 不 同 种 属 之 间 DNA 总 量变 化 很 大 ;(b) 从 编码 每 类 生物 
所 需要 DNA 量 的 最 低 值 看 ,生物 细胞 中 的 C 值 具 有 从 低 等 生物 到 高 等 生物 逐渐 增加 的 趋势 。 


重要 的 。 

(2) 中 度 重复 序列 ”这 类 序列 的 重复 次 数 在 10~104， 占 总 DNA 的 10%~ 
40% ,如 在 小 鼠 中 占 20% ,在 果 蝇 中 占 15% ,各 种 rRNA tRNA 以 及 某 些 结构 基 
因 如 组 蛋白 基因 等 都 属于 这 一 类 。 

28S、5.8S 及 18S rRNA 基因 : 非洲 爪 蟾 的 18S、5.8S 及 28S rRNA 基因 是 连 
在 一 起 的 ,它们 中 间隔 着 不 转录 的 间隔 区 ,这 些 18S .5.8S 及 28S rRNA 基因 及 
间隔 区 组 成 的 单位 在 DNA 链 上 串联 重复 约 5 000 次 (图 2-6) ,用 原 位 杂交 方法 
证 实 这 些 基因 位 于 染色 体 的 核 仁 组 织 者 区 。 不 转录 的 间隔 区 是 由 21~100 bp 组 
成 的 类 似 卫星 DNA 的 串联 重复 序列 。 在 许多 动物 的 卵细胞 形成 过 程 中 这 些 基 
因 可 进行 几 千 次 不 同比 例 的 复制 ,产生 2x10 个 拷贝 ,使 IDNA 占 卵 细胞 DNA 
的 75% ,从 而 使 该 细胞 能 积累 10? 个 核糖 体 ,以 合成 大 量 蛋 白质 供 细胞 分 裂 之 
需 。 若 无 这 种 放大 机 制 ,可 能 要 经 历 几 个 世纪 才能 积累 102 个 核糖 体 。 中 度 重 复 
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间隔 区 28S 5.8S18S 间隔 区 28S 5.8S18S 


上 图 2-6 非洲 爪 蜂 的 rRNA 基因 结构 示意 图 
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序列 往往 分 散在 不 重复 序列 之 间 。 

(3) 高 度 重复 序列 一 一 卫星 DNA 这 类 DNA 只 在 真 核 生物 中 发 现 , 占 基 
因 组 的 10%~60%, 由 6~100 个 碱 基 组 成 ,在 DNA 链 上 串联 重复 成 千 上 万 次 。 
实验 中 常用 CsCl 密度 梯度 离心 将 卫星 DNA 与 其 他 DNA 分 开 ， 形 成 两 个 以 
上 的 峰 , 即 含量 较 大 的 主峰 和 高 度 重复 序列 小 峰 , 后 者 又 称 卫 星 区 带 ( 峰 )。 果 
蝇 DNA 在 中 性 CsCl 密度 梯度 离心 中 出 现 1 条 主 带 和 3 条 卫星 区 带 , 人 DNA 
经 CsCl 离心 后 可 得 到 4 条 卫星 区 带 。 原 位 杂交 法 证 明 ,许多 卫星 DNA 均 位 
于 染色 体 的 着 丝 粒 , 也 有 一 些 在 染色 体 臂 上 。 这 类 DNA 是 高 度 浓缩 的 ,是 异 
染色 质 的 组 成 部 分 。 卫 星 DNA 是 不 转录 的 ,其 功能 不 明 ,可 能 与 染色 体 的 稳 
定性 有 关 。 

3. 染色 质 和 核 小 体 

由 DNA 和 组 蛋白 组 成 的 染色 质 纤 维 细 丝 是 许多 核 小 体 连 成 的 念珠 状 结 
构 , 大 量 实验 证 实 了 这 一 结构 模型 。 首先, 人 们 发 现 染 色 质 DNA 的 7T, 值 比 自由 
DNA 高 ,说明 在 染色 质 中 DNA 极 可 能 与 蛋白 质 分 子 相 互 作用 ;其 次 ,在 染色 质 
状态 下 ， 由 DNA 育 合 酶 和 RNA 聚合 酶 催化 的 DNA 复制 和 转录 活性 大 大 低 于 
在 自由 DNA 中 的 反应 ;DNA 酶 1 (DNase T ) 对 染色 质 DNA 的 消化 远 远 慢 于 对 
纯 DNA 的 消化 。 另 外 ,染色 质 的 电子 显微镜 图 显示 出 由 核 小 体 组 成 的 念珠 状 结 
构 ,可 以 看 到 由 一 条 细 丝 连接 着 的 一 连 串 直径 为 10 nm 的 球状 体 。 在 染色 质 的 
X 线 衍射 图 中 也 发 现 了 10 nm 的 重复 单位 , DNasel 或 小 球菌 核酸 酶 可 以 切断 游 
离 DNA 上 的 任何 磷酸 二 酯 键 ,而 除了 少数 几 个 位 点 以 外 染色 质 中 的 DNA 是 受 
保护 不 被 消化 的 。 用 小 球菌 核酸 酶 处 理 染 色 质 以 后 进行 电泳 , 便 可 以 得 到 一 系 
列 片 段 ,这 些 被 保留 的 DNA 片段 均 为 200 bp 基本 单位 的 倍数 ,其 大 小 分 别 为 
200 bp( 单 体 )、400 bp( 双 体 ).600 bp( 三 体 ) 等 。 电 镜 图 显示 一 个 染色 质 片段 中 
球形 颗粒 的 长 度 为 200 bp ,如 具有 600 bp DNA 的 染色 质 片 段 含 有 3 个 直径 
为 10 nm 的 颗粒 。 因 此 ,电镜 上 看 到 的 颗粒 相当 于 核酸 酶 切割 后 得 到 的 核 小 
体 ( 图 2-7)。 

现在 已 经 知道 , 核 小 体 是 由 HA 、H;B .HH 各 两 个 分 子 生 成 的 八 聚 体 和 由 
大 约 200 bp 的 DNA 组 成 的 。 八 聚 体 在 中 间 ,DNA 分 子 盘 绕 在 外 ,而 H, 则 在 核 
小 体 的 外 面 。 每 个 核 小 体 只 有 一 个 Hi。 所 以 , 核 小 体 中 组 蛋白 和 DNA 的 比例 是 
每 200 bp DNA 有 HA HB HH 各 两 个 ,HR 一 个 。 用 核酸 酶 水 解 核 小 体 后 产 
生 只 含 146 bp 核心 颗粒 (图 2-7)， 包 括 组 蛋白 八 聚 体 及 与 其 结合 的 146 bp 
DNA ,该 序列 绕 在 核心 外 面 形成 1.75 圈 ,每 圈 约 80 bp。 由 许多 核 小 体 构成 了 连 
续 的 染色 质 DNA 细 丝 。 

核 小 体 的 形成 是 染色 体 中 DNA 压缩 的 第 一 个 阶段 。 在 核 小 体 中 DNA 盘 线 
组 绰 白 八 聚 体 核心 ,从 而 使 分 子 收 缩 至 原 尺寸 的 17。200 bp DNA 完全 舒展 时 
长 约 68 nm, 却 被 压缩 在 10 nm 的 核 小 体 中 。 当然 1/7 的 压缩 比 仍 远 远 低 于 染色 
体 中 DNA 的 压缩 比 。 例 如 ,人 中 期 染色 体 中 含 6.2x10? bp, 其 理论 长 度 应 是 200 
cm, 这 么 长 的 DNA 被 包装 在 46 个 5 hm 长 的 圆柱 体 ( 染 色 体 ) 中 ,其 压缩 比 约 
为 10'。 分 裂 间 期 染色 质 比较 松散 ,压缩 比 大 约 是 10:~103?。 所 以 说 , 核 小 体 只 是 
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有 图 2-7 核 小 体 单位 的 存在 及 核心 颗粒 的 形成 ”(a) 核 小 体 结构 示意 图 ;(b) 从 电镜 下 看 到 的 染色 质 结构 ; 


(c) 核 小 


体 单元 的 产生 ， 


DNA 压缩 的 第 一 步 。 

那么 ,DNA 包装 成 染色 体 的 下 一 个 水 平 是 什么 呢 ? 在 电镜 下 观察 染色 
质 , 可 以 看 到 10 nm 及 30 nm 两 类 不 同 的 纤维 构造 。 通过 改变 离子 强度 ,30 
nm 纤维 和 10 nm 纤维 可 以 可 逆 地 相互 转化 。10 nm 纤维 是 由 核 小 体 串 联 成 
的 染色 质 细 丝 ,主要 在 低 离子 强度 及 无 H, 情况 下 产生 。 当 离子 强度 较 高 且 有 
Hl 存在 时 ,以 30 nm 纤维 为 主 , 它 是 由 10 nm 的 染色 质 细 丝 盘 绕 成 螺旋 管状 


2.1 染色 体 > 
的 粗 丝 ,通称 螺 线 管 (solenoid)。 螺 线 管 的 每 一 螺旋 包含 6 个 核 小 体 , 其 压缩 
比 为 6。 这 种 螺 线 管 是 分 裂 间 期 染色 质 和 分 裂 中 期 染色 体 的 基本 组 分 。 染 色 
质 和 染色 体 可 能 是 一 个 多 层次 的 螺旋 结构 ,上 述 螺 线 管 可 进一步 压缩 形成 超 


螺旋 。 有 迹象 表明 :中 期 染色 质 是 一 细 长 、 
中 空 的 圆 简 ,直径 为 4 000 nm, 由 30 nm 
螺 线 管 缠绕 而 成 ,压缩 比 是 40。 这 个 超 螺 
旋 圆 简 进 一 步 压 缩 $ 倍 便 成 为 染色 体 单 
体 ,总 压缩 比 是 7x6x40x5 ,将 近 一 万 倍 ， 
与 DNA 的 压缩 比 相近 (图 2-8)。 表 2-7 
总 结 了 染色 体形 成 过 程 中 长 度 与 宽度 的 
变化 。 

真 核 生 物 基因 组 的 结构 特点 总 结 归纳 
如 下 : 

QD 真 核 基因 组 庞大 ， 一 般 都 远大 于 原 
核 生 物 的 基因 组 。 

@) 真 核 基因 组 存在 大 量 的 重复 序列 。 

@) 真 核 基因 组 的 大 部 分 为 非 编 码 序 
列 , 占 整 个 基因 组 序列 的 90% 以 上 ,该 特 
点 是 真 核 生 物 与 细菌 和 病毒 之 间 最 主要 
的 区 别 。 

@@ 真 核 基因 组 的 转录 产物 为 单 顺 反 
Ee 

@) 真 核 基因 是 断裂 基因 ， 有 内 含 子 结 
构 。 

@ 真 核 基因 组 存在 大 量 的 顺 式 作用 元 
件 . 包括 启动 子 增强 子 .沉默 子 等 ( 详 见 “8 
真 核 基因 表达 调控 ”) 。 

G@ 真 核 基因 组 中 存在 大 量 的 DNA 
多 态 性 。DNA 多 态 性 是 指 DNA 序列 中 发 
生变 异 而 导致 的 个 体 间 核 苷 酸 序列 的 差 
异 ,主要 包括 单 核 苷 酸 多 态 性 (single nu- 
cleotide polymorphism ,SNP) 和 串联 重复 序 
列 多 态 性 (tandem repeats polymorphism ) 
两 类 。 

@ 真 核 基 因 组 具有 端 粒 结构 。 端 粒 
(telomere) 是 真 核 生物 线性 基因 组 DNA 末 
端的 一 种 特殊 结构 ， 它 是 一 段 DNA 序列 和 
蛋 日 质 形 成 的 复合 体 。 其 DNA 序列 相当 保 
守 ， 一 般 由 多 个 短 寡 核 苷 酸 串 联 在 一 起 构 


两 段 各 含 10 个 
螺旋 的 染色 质 


一 个 螺旋 中 包含 30 
个 莲座 状 结构 


每 个 莲座 状 结构 中 
都 有 6 个 环 状 DNA 


每 个 环 状 结构 中 含 
有 75000bp 


30nm 结构 


染色 体 DNA 的 念 
珠 状 结构 


双 链 DNA 


(b) 


有 图 2-8 染色 体 DNA 结构 示意 图 (a)30 nm 染色 体 结 。 
构 ;(b) 双 螺旋 DNA 经 过 一 系列 包装 成 为 染色 体 的 过 程 。 
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大 号 2 染色 体 与 DNA 
表 2-7 染色 体形 成 过 程 中 长 度 与 宽度 的 变化 


2 Rf 


第 一 级 DNA + 组 蛋白 核 小 体 5 倍 7 售 


第 二 级 核 小 体 螺 线 管 3 信 6 信 
第 三 级 电线 管 超 昌 旋 13 信 40 信 
第 四 级 超 螺旋 染色 体 2.5~5 售 5 倍 
合计 500 ~1 000 倍 5 和 
(8 000 ~ 10 000) 


成 。 人 类 的 端 粒 DNA 长 约 5~15 kb。 它 具有 保护 线性 DNA 的 完整 复制 .保护 染 
色 体 末端 和 决定 细胞 的 寿命 等 功能 ,有 关 端 粒 的 研究 也 是 分 子 生 物 学 的 研究 热 
点 之 一 。 


2.1.3 原核 生物 基因 组 


原核 生物 的 基因 组 很 小 ,大 多 只 有 一 条 染色 体 , 且 DNA 含量 少 ,如 大 肠 杆 
菌 DNA 的 相对 分 子 质量 仅 为 2.4x10?， 或 4.6x105 bp， 其 完全 伸展 总 长 约 为 1.3 
mm, 含 4 000 多 个 基因 。 最 小 的 病毒 如 双 链 DNA 病毒 SV40 ,其 基因 组 相对 分 子 
质量 只 有 3x105, 含 5 个 基因 ; 而 单 链 RNA 病毒 QB, 只 含有 4 个 基因 。 此 外 , 细 
菌 的 质粒 、 真 核 生物 的 线粒体 、 高 等 植物 的 叶绿体 等 也 含有 DNA 和 功能 基因 
这 些 DNA 被 称 为 染色 体外 遗传 因子 ,从 基因 组 的 组 织 结构 来 看 ,原核 细胞 DNA 
有 如 下 特点 。 

1. 结构 简练 

原核 DNA 分 子 的 绝 大 部 分 是 用 来 编码 蛋白 质 的 ， 只 有 非常 小 的 一 部 分 不 
转录 ， 这 与 真 核 DNA 的 元 余 现 象 不 同 。 在 @X174 中 不 转录 部 分 只 占 4% 左 右 
(217/5 386),T4 DNA 中 占 5.1%(282/5 577), 而 且 , 这 些 不 转录 DNA 序列 通常 
是 控制 基因 表达 的 序列 ,如 四 X174 的 H 和 4 基因 之 间 (3 906~3 973 位 核 苷 酸 ) 
就 包括 了 RNA 聚合 酶 结合 位 点 、 转 录 终 止 信号 区 及 核糖 体 结合 位 点 等 基因 表 
达 调 控 元 件 。 

2. 存在 转录 单元 

原核 生物 DNA 序列 中 功能 相关 的 RNA 和 和 蛋白质 基因 ， 往 往 从 集 在 基 
因 组 的 一 个 或 几 个 特定 部 位 ,形成 功能 单位 或 转录 单元 ,它们 可 被 一 起 转 
录 为 含 多 个 mRNA 的 分 子 , 称 为 多 顺 反 子 mRNA 。dX174 及 G4 基因 组 中 
就 含有 数 个 多 顺 反 子 ,功能 相关 的 基因 ,如 中 X174 中 的 D-E-J-F-G-H 等 
都 串联 在 一 起 转录 产生 一 条 mRNA 链 , 然 后 再 翻译 成 各 种 蛋白 质 ,其 中 J、 
F\G 及 H 编码 外 这 蛋白 ,D 蛋白 与 病毒 装配 有 关 ,E 蛋白 则 导致 细菌 的 裂 
解 。 这 是 功能 相关 基因 协同 表达 的 方式 之 一 。 在 大 肠 杆菌 中 ,由 几 个 结构 
基因 及 其 操纵 基因 启动 基因 组 成 的 操纵 子 也 是 一 种 转录 功能 单位 ,如 组 
氨 酸 操纵 子 转录 成 一 条 多 顺 反 子 mRNA ， 再 翻译 成 组 氨 酸 合成 途径 中 的 9 
个 酶 。 
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3. 有 重 又 基因 

直到 不 久 前 ,人们 还 认为 基因 是 一 段 DNA 序列 ,这 段 序列 负责 编码 一 个 蛋 
白质 或 一 条 多 肽 。 但 是 ,已 经 发 现在 一 些 细菌 和 动物 病毒 中 有 重合 基 因 , 即 同一 
段 DNA 能 携带 两 种 不 同和 蛋白 质 的 信息 。1973 年 Weiner 和 Weber 在 研究 一 种 大 
肠 杆菌 RNA 病毒 时 发 现 , 有 两 个 基因 从 同一 起 点 开始 翻译 ,一 个 在 400 bp 处 
结束 ,生成 较 小 的 蛋白 质 ;而 在 3% 的 情况 下 ,翻译 可 一 直 进行 下 去 直到 800 bp 
处 碰 到 双重 终止 信号 时 才 停止 ,合成 相对 分 子 质 量 较 大 的 蛋白 质 。 当 时 他 们 认 
为 相对 分 子 质量 大 的 蛋白 质 含量 少 ,对 病毒 无 关 紧 要 ,因而 不 予 重 视 , 没 有 进 一 
步 研究 。 后 来 ,Weissman 证 实 小 分 子 蛋白 质 是 一 种 外 壳 和 蛋白 ,需要 量 大 ,大 分 子 
蛋白质 产量 虽 少 , 却 是 组 成 有 感染 力 的 病毒 颗粒 所 必需 的 。 当 Weiner 等 想 回头 
研究 这 一 现象 时 ,Sanger 在 《自然 } 杂 志 (1977 年 ) 上 发 表 了 PX174 DNA 的 全 部 
核 苷 酸 序 列 ,正式 发 现 了 重 辣 基因 。 

DPX174 是 一 种 单 链 DNA 病毒 ,宿主 为 大 肠 杆菌 ,感染 宿主 后 合成 另 一 
条 链 [(- ) 链 ] , 变 成 复制 型 (replicating form,RF), 然 后 以 新 合成 的 (-) 链 为 
模板 合成 子 代 DNA 分 子 [(+) 链 ] ,并 合成 9 个 蛋白 质 ,总 相对 分 子 质量 约 
2.5x10 ,相当 于 6 078 个 核 苷 酸 ,而 病毒 DNA 本 身 只 有 5 375 个 核 苷 酸 , 顶 
多 能 编码 总 相对 分 子 质量 为 2.0x105 的 多 肽 ， 这 个 矛盾 很 长 时 期 都 无 法 解 
决 。Sanger 在 弄 清 PX174 DNA 的 全 部 核 苷 酸 序列 及 各 个 基因 的 起 该 位 置 
和 密码 数目 以 后 发 现 , 中 X174 的 9 个 基因 有 些 是 重 释 的。 主要 有 以 下 几 种 
情况 : 

(QD 一 个 基因 完全 在 另 一 个 基因 里 面 ,如 基因 B 在 基因 A4 内 ,基因 在 基因 D 内。 

@) 部 分 重 秋 ,如 基因 天 和 基因 C 是 部 分 重 释 的 。 

二 ) 两 个 基因 只 有 一 个 碱 基 对 是 重 到 的 ， 如 D 基因 终止 密码 子 的 最 后 一 个 
碱 基 是 J 基因 起 始 密 码 子 的 第 一 个 碱 基 。 

尽管 这 些 重合 基因 的 DNA 序列 大 臻 相同, 但 由 于 基因 重 倒 部 位 一 个 碱 基 
的 变化 可 能 影响 后 续 肽 链 的 全 部 序列 ， 从 而 编码 完全 不 同 的 蛋白 质 。 除 了 
中 X174 外 ,SV40 病毒 ,G4 哈 菌 体 的 DNA 中 也 存在 基因 重合 现象 ,如 SV40 DNA 
由 5 224 个 碱 基 对 组 成 , 它 编 码 3 个 外 过 蛋白 (VP1、VP2、VP3) 及 2 个 表面 抗原 
(T 及 t)。 Fiers 等 在 测定 SV40 DNA 的 全 部 核 苷 酸 顺 序 以 后 发 现 ,YPJ .VP2 VP3 
基因 之 间 都 有 122 个 碱 基 对 的 重 登 序列 ,但 密码 子 各 不 相同 。t 抗原 基因 完全 在 
T 抗 原 基因 里 面 ,它们 有 一 个 共同 的 起 始 密 码 子 。 基 因 重 至 可 能 是 生物 进化 过 
程 中 自然 选择 的 结果 。 


2.2 ”DNA 的 结构 


现在 我 们 已 经 知道 ,DNA 是 遗传 的 物质 基础 ， 基 因 是 具有 特定 生物 功能 的 
DNA 序列 ,通过 基因 的 表达 能 够 使 上 一 代 的 性 状 准确 地 在 下 一 代表 现 出 来 。 那 
么 ,DNA 为 什么 能 起 遗传 作用 ? 它 又 是 怎样 起 作用 的 呢 ? 这 与 它 的 分 子 结构 是 密 
切 相 关 的 。 
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2.2.1 DNA 的 一 级 结构 


Watson 和 Crick 于 1953 年 提出 了 著名 的 DNA 双 螺 旋 模 型 ,为 合理 地 解释 
遗传 物质 的 各 种 功能 ,解释 生物 的 遗传 和 变异 ,解释 自然 界 千 变 万 化 的 生命 现 
象 葛 定 了 理论 基础 ,前 面 说 过 ,DNA 又 称 脱 氧 核糖 核酸 ,是 deoxyribonucleic acid 
的 缩写 。 它 是 一 种 高 分 子 化 合 物 ,其 基本 单位 是 脱氧 核 苷 酸 。 在 所 有 的 DNA 分 
子 中 ,磷酸 和 脱氧 核糖 (图 2-9 ) 是 永远 不 变 的 ,而 含 氮 碱 基 是 可 变 的 ,主要 有 4 
种 , 即 腺 味 叭 (A)、 乌 味 叭 (C)、 胞 喀 啶 (C) 和 胸腺 喀 啶 (T)( 表 2-8 )。 因 此 脱氧 核 
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有 1 图 2-9  ” 2- 脱氧 核 糖 ( 左 ) 和 核糖 ( 右 ) 结 构 式 


表 2-8 碱 基 、 核 苷 和 核 苷 酸 


腺 叮 叭 (adenine) 腺 苷 (adenosine ) 腺 苷 酸 (adenylic acid) AMP dAMP 


鸟 味 叭 (guanine) 岛 苷 (guanosine) 鸟 苷 酸 (guanylic acid) GMP dGMP 
胞 晕 啶 (cytosine) 胞 苷 (cytidine ) 胞 苷 酸 (cytidylic acid) CMP dCMP 
胸腺 喀 啶 (thymine) 胸 苷 (thymidine) 胸 苷 酸 (thymidylic acid ) dTMP 
尿 电 辽 ( uracil) 尿 苷 (uridine ) 尿 苷 酸 (uridylic acid) UMP 


苷 酸 可 分 别称 为 腺 味 叭 脱 氧 核 苷 酸 、. 鸟 味 叭 脱 氧 核 苷 酸 、 胞 喀 啶 脱氧 核 苷 酸 和 
胸腺 喀 啶 脱氧 核 苷 酸 。 许 许多 多 个 脱氧 核 苷 酸 经 3' 一 5 磷酸 二 酯 键 聚合 而 成 为 
DNA 链 (图 2-10)。DNA 通常 以 线性 或 环 状 形式 存在 , 绝 大 多 数 DNA 分 子 都 由 
两 条 碱 基 互 补 的 单 链 构成 ,只 有 少数 生物 ,如 某 些 噬菌体 或 病毒 就 是 以 单 链 形 
式 存 在 的 。 

所 谓 DNA 的 一 级 结构 ， 就 是 指 4 种 核 苷 酸 的 连接 及 排列 顺序 ， 表 示 了 该 
DNA 分 子 的 化 学 构成 。 核 苷 酸 序列 对 DNA 高 级 结构 的 形成 有 很 大 影响 ,如 B- 
DNA 中 多 聚 G-C 区 易 形 成 左手 螺旋 DNA(Z-DNA ) , 而 反 向 重复 的 DNA 片段 易 
出 现 发 卡 式 结构 等 DNA 不 仅 具 有 严格 的 化 学 组 成 ,还 具有 特殊 的 空间 结构 , 它 
主要 以 有 规则 的 双 螺 旋 形 式 存在 ;其 基本 特点 是 : 

QD DNA 分 子 是 由 两 条 互相 平行 的 脱氧 核 苷 酸 长 链 盘 绕 而 成 的 。 

@ DNA 分 子 中 的 脱氧 核糖 和 磷酸 交替 连接 , 排 在 外 侧 ,构成 基本 骨架 , 碱 
基 排 列 在 内 侧 。 

3 两 条 链 上 的 碱 基 通过 氢 键 相 结合 ， 形 成 碱 基 对 ， 它 的 组 成 有 一 定 的 规 
律 。 这 就 是 味 叭 与 喀 啶 配对 ,而 且 腺 味 叭 (A) 只 能 与 胸腺 喀 啶 (T) 配 对 , 鸟 顺 叭 
(GC) 只 能 与 胞 喀 啶 (C) 配 对 。 如 一 条 链 上 某 一 碱 基 是 C, 另 一 条 链 上 与 它 配对 的 
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有 图 2-10 ”多 聚 核 彰 酸 链 中 新 生 磷酸 糖 背 键 的 产生 过 程 示 意图 


碱 基 必 定 是 G。 碱 基 之 间 的 这 种 一 一 对 应 的 关系 叫 碱 基 互补 配对 原则 ,从 DNA 
的 分 子 结构 可 以 看 出 , 碱 基 在 长 链 中 的 排列 顺序 是 千变万化 的 。 组 成 DNA 分 子 
的 碱 基 虽 然 只 有 4 种 ,它们 的 配对 方式 也 只 有 A 与 T,C 与 G 两 种 ,但 是 ,由 于 
碱 基 可 以 任何 顺序 排列 ,构成 了 DNA 分 子 的 多 样 性 。 例 如 , 某 DNA 分 子 的 一 条 
多 核 背 酸 链 由 100 个 不 同 的 碱 基 组 成 , 它 的 可 能 排列 方式 就 是 4m。 实 际 上 ,每 
条 多 核 苷 酸 链 中 的 碱 基 总 数 远 远 超过 100 个 ,所 以 ,它们 的 排列 方式 几乎 是 无 
限 的 。 每 个 DNA 分 子 所 具有 的 特定 的 碱 基 排 列 顺序 构成 了 DNA 分 子 的 特异 
性 ,不 同 的 DNA 链 可 以 编码 出 完全 不 同 的 多 肽 。 


2.2.2 ”DNA 的 二 级 结构 


DNA 的 二 级 结构 是 指 两 条 多 核 苷 酸 链 反 向 平行 盘 绕 所 生成 的 双 螺 旋 结 构 。 
在 生物 活体 中 ,不论 DNA 的 二 级 结构 还 是 高 级 结构 ,都 是 时 刻 变化 的 , 即 在 二 
级 结构 的 各 种 构象 间 在 二 级 结构 与 高 级 结构 间或 高 级 结构 的 各 种 构象 间 存在 
一 个 动力 学 的 平衡 。 通 常情 况 下 ,DNA 的 二 级 结构 分 两 大 类 ;一 类 是 右手 螺旋 
如 A-DNA 和 B-DNA,DNA 通常 是 以 右手 螺旋 形式 存在 的 ; 另 一 类 是 左手 螺 
旋 , 即 Z-DNA( 图 2-11)。 

1. DNA 右手 螺旋 的 几 种 构象 及 其 动态 平衡 

Watson 和 Crick 由 X 线 衍射 结构 分 析 提 出 了 DNA 分 子 双 螺旋 结构 模型 ， 
此 模型 所 描述 的 是 B-DNA 钠 盐 在 一 定 湿 度 下 的 结构 。B-DNA 钠 盐 结 构 既 规则 
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古本 2 染色 体 与 DNA 


又 很 稳定 ， 是 由 两 条 反 向 平行 的 多 核 苷 
酸 链 围 绕 同一 中 心 轴 构 成 的 右手 螺旋 结 
构 。 多 核 苷 酸 的 方向 由 核 苷 酸 间 的 磷酸 
二 酯 键 的 走向 决定 ,一 条 从 5' 一 3', 男 一 
条 从 3 一 5$' 。 链 间 有 螺旋 形 的 凹 槽 ,其 中 
一 个 较 浅 , 叫 小 沟 ( 约 1.2 nm 交叉 ); 一 个 
较 深 , 叫 大 沟 ( 约 2.2 nm 交叉 )。 两 条 链 上 
的 碱 基 以 氢 键 相连 ,G 与 C 配对 ,A 与 T 
配对 (图 2-12 )。 味 叭 和 喀 啶 碱 基 对 层 和 
于 双 螺 旋 的 内 侧 。 顺 着 螺旋 轴 心 从 上 向 
下 看 ,可 见 碱 基 平 面 与 纵 轴 垂 直 , 且 螺 
旋 的 轴 心 穿 过 氢 键 的 中 点 。 相 邻 碱 基 对 
平面 之 间 的 距离 为 0.34 nm， 即 顺 中 心 
Z 型 轴 方 向 ， 每 隔 0.34 nm 有 一 个 核 苷 酸 ， 
1 图 2_11 A_B_ 之 型 DNA 编 板 比较 。 以 34 mm 为 一 个 结构 重复 周期 。 核 苷 酸 
的 磷酸 基 团 与 脱氧 核糖 在 外 侧 ， 通 过 磷 
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有 图 2-12 DNA 双 螺 旋 结 构 中 碱 基 配 对 示意 图 (A 与 T,G 与 C 配对 ) 
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酸 二 酯 键 相连 接 而 构成 DNA 分 子 的 骨架 ,脱氧 核糖 环 平面 与 纵 轴 大 致 平行 。 双 
螺旋 的 直径 为 2.0 nm( 图 2-13)。 


360 nm 


34 nm 大 沟 小 沟 


氧 键 磷酸 糖苷 键 


有 图 2-13 DNA 的 反 向 平行 双 螺 旋 结 构 


一 般 说 来 ,A-T 丰富 的 DNA 片段 常 呈 B-DNA， 它 是 普遍 存在 的 结构 。 若 
DNA 双 链 中 一 条 链 被 相应 的 RNA 链 所 替换 , 则 变 构成 A-DNA。 当 DNA 处 于 转 
录 状 态 时 ,DNA 模板 链 与 由 它 转录 所 得 的 RNA 链 间 形成 的 双 链 就 是 A-DNA。 
由 此 可 见 A-DNA 构象 对 基因 表达 有 重要 意义 。 此 外 ,B-DNA 双 链 都 被 RNA 链 
所 取代 而 得 到 由 两 条 RNA 链 组 成 的 双 螺 旋 结 构 也 是 A-DNA , 表 2-9 列举 了 几 
种 主要 DNA 的 结构 参数 。 除 A-DNA .B-DNA 螺旋 外 ,还 存在 B'-DNA .C-DNA 
和 D-DNA 等 不 同形 式 。 


表 2-9 不 同 螺旋 形式 DNA 分 子 主要 参数 比较 


双 暴 旗 碱 基 倾角 (nm) 每 毗 碱 基数 虹 旋 方向 
A-DNA 20 0.26 2.6 11 右 
B -~-DNA 6 0. 34 2.0 10 右 
Z-DNA 7 0.37 1.8 12 左 


2. DNA 二 级 结构 中 左手 螺旋 一 一 Z-DNA 的 研究 

Z-DNA 结构 是 1979 年 由 Rich 提出 的 。Rich 用 一 位 荷兰 科学 家 提供 的 
d(CGCGCG ) 结 晶 ,对 它 进行 X 线 衍射 结构 分 析 ,最 后 提出 了 Z-DNA 结构 模型 。 
当时 ， 由 于 用 右手 螺旋 结构 模型 解 链 过 程 来 解释 大 分 子 DNA 复制 时 遇 到 的 困 
难 ,该 模型 的 提出 曾 一 度 动 播 过 右手 螺旋 学 说 , 现 已 证 明 ,左手 螺旋 Z-DNA 只 
是 右手 螺旋 结构 模型 的 一 个 补充 和 发 展 。 

虽然 B-DNA 是 最 常见 的 DNA 构象 , 但 A-DNA 和 Z-DNA 似乎 具有 不 同 
的 生物 活性 .图 2-14 是 Z-DNA 调控 基因 转录 的 两 个 模式 ,在 邻近 调控 系统 中 ， 
与 调节 区 相 邻 的 转录 区 被 Z-DNA 抑制 ， 只 有 当 Z-DNA 转变 为 B-DNA 后 , 转 
录 才 得 以 活化 。 而 在 远 距 离 调控 系统 中 ,Z-DNA 可 通过 改变 负 超 螺旋 水 平 , 决 
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(a) 邻近 调控 (转录 区 与 调节 区 相 邻 ) 
控制 区 -启动 子 


Z-DNA 


B-DNA 


转 壹 一 一 一 


(b) 远 距离 调控 (转录 区 可 在 上 千 个 碱 基 对 以 外 ) 


控制 区 负 超 螺旋 程度 低 , 无 扭转 张力 
B-DNA 不 转录 
| 负 超 螺旋 程度 商 , 有 扭转 张力 
一 一 人 MY 一 一 一 一 一 


Z-DNA 


可 能 转录 一 一 


有 图 2-14 B-DNA 和 Z-DNA 调节 转录 的 示意 图 


定 聚 合 酶 能 否 与 模板 链 相 结 合 而 调节 转录 起 始 活性 。 


2.2.3 ”DNA 的 高 级 结构 


DNA 的 高 级 结构 是 指 DNA 双 螺 旋 进 一 步 扭 曲 盘 绕 所 形成 的 特定 空间 结 
构 。 超 螺旋 结构 是 DNA 高 级 结构 的 主要 形式 ,可 分 为 正 超 螺 旋 与 负 超 螺 旋 两 大 
类 ,它们 在 不 同类 型 的 拓扑 异 构 酶 作用 下 或 在 特殊 情况 下 可 以 相互 转变 ,如 : 


负 超 螺旋 


有 图 2-15 用 电话 机 连接 做 模型 
说 明 DNA 链 中 的 螺旋 与 超 螺旋 


拓扑 异 构 酶 
省 


拓扑 异 构 酶 
松弛 DNA 一 一 一 一 > 正 超 螺 旋 
溴 乙 喧 


DNA 双 螺 旋 结 构 中 ， 一 般 每 转 一 圈 有 10 
个 核 苷 酸 对 , 双 螺 旋 总 处 于 能 量 最 低 状 态 。 若 正 
常 DNA 双 螺 旋 额 外 地 多 转 或 少 转 几 圈 ,使 每 转 
一 圈 的 核 苷 酸 数目 大 于 或 小 于 10, 就 会 出 现 双 
螺旋 空间 结构 的 改变 ,在 DNA 分 子 中 产生 额外 
的 张力 (图 2-15)。 若 此 时 双 螺 旋 链 的 末端 是 自 
由 的 ,可 通过 链 的 转动 而 释放 这 种 额外 的 张力 ， 
从 而 保持 原来 的 双 螺 旋 结 构 ; 若 此 时 DNA 分 子 
的 未 端 是 固定 的 或 是 环 状 分 子 ， 双 链 不 能 自由 
转动 ,额外 的 张力 就 不 能 释放 而 导致 DNA 分 子 
内 部 原子 空间 位 置 的 重 排 ,造成 扭曲 , 即 出 现 超 
螺旋 结构 (图 2-16)。 由 此 可 见 ,B-DNA 双 螺 旋 
分 子 的 链 间 螺 旋 数 若 发 生变 化 ， 就 会 出 现 超 螺 
旋 结 构 ， 而 且 超 螺旋 的 绕 数 与 B-DNA 的 链 间 
螺旋 数 有 密切 关系 。 


2.3 DNA 的 复制 > 


研究 细菌 质粒 DNA ( 环 状 双 
链 DNA) 时 发 现 ， 天 然 状 态 下 该 ~ 
DNA 以 负 超 螺旋 为 主 ， 稍 被 破坏 
即 出 现 开 环 结 构 ， 两 条 链 均 断 开 
则 呈 线 性 结构 ,在 电场 作用 下 , 相 
同 分 子 质 量 的 超 螺 旋 DNA 比 线 
性 DNA 迁移 率 大 ， 线 性 DNA 又 
比 开 环 的 DNA 迁移 率 大 ， 据 此 可 
判断 质粒 结构 是 否 被 破坏 。 

DNA 分 子 的 这 种 变化 可 以 用 


一 个 \ FR 
个 数 学 公式 来 表示 : 生 的 超 螺 旋 结 构 (a) 中 间 没 有 超 螺 旋 的 两 股 强 
L=T+W 子 ;(b) 一 端 被 强行 拉 开 后 ,中 间 出 现 超 螺旋 。 
其 中 工 为 连接 数 (linking num- 


ber) ,是 指环 形 DNA 分 子 两 条 链 间 交叉 的 次 数 。 只 要 不 发 生 链 的 断裂 ,L 是 个 常 
量 。7 为 双 螺 旋 的 盘 绕 数 (twisting number) ,WW 为 超 螺旋 数 (writhing number) , 它 
们 是 变量 。 

如 某 个 B-DNA 共有 1 350 bp, 根 据 表 2-9, 每 一 螺旋 含 10 个 碱 基 对 ,所 以 
上 和 了 都 是 135 ,这 时 克 =0, 不 存在 超 螺旋 。 现 在 若 将 DNA 分 子 的 一 端 固定 , 男 
一 端 朝 双 螺 旋 相 反方 向 旋转 5 图 后 使 两 端 封 闭 (此 时 L=130), 分 子 内 张力 可 以 
按 两 种 方式 分 布 ,一 种 在 分 子 内 保留 一 个 单 链 区 , 即 了 也 减 为 130 ,四 仍然 为 0。 
由 于 DNA 趋向 于 保持 B-DNA ,因此 张力 分 布 的 另 一 种 方式 是 使 了 维持 原来 的 
135,L 既是 定 值 ,为 了 满足 上 述 方程 ,WW 就 必须 等 于 -5, 该 DNA 分 子 就 成 为 超 
盘 绕 5 次 的 负 超 螺旋 。 超 螺旋 是 DNA 三 级 结构 的 一 种 普遍 形式 ， 双 螺旋 DNA 
的 松 开 导致 负 超 螺旋 ,而 拧紧 则 导致 正 超 螺旋 。 


2.3 DNA 的 复制 


前 面 我 们 讲 过 ,生命 的 遗传 实际 上 是 染色 体 DNA 自我 复制 的 结果 。 而 染色 
体 DNA 的 自我 复制 主要 是 通过 半 保 留 复制 来 实现 的 ,是 一 个 以 亲 代 DNA 分 子 
为 模板 合成 子 代 DNA 链 的 过 程 。 细 胞 分 列 时 ,通过 DNA 准确 的 自我 复制 (self- 
replication)， 亲 代 细 胞 所 含 的 遗传 信息 就 原原本本 地 传送 到 子 代 细 胞 。 由 于 
DNA 是 遗传 信息 的 载体 ， 因 此 亲 代 DNA 必须 以 自身 分 子 为 模板 来 合成 新 的 分 
子 一 一 准确 地 复制 成 两 个 拷贝 ,并 分 配 到 两 个 子 代 细胞 中 去 ,才能 真正 完成 其 
遗传 信息 载体 的 使 命 ,DNA 的 双 链 结构 对 于 维持 这 类 遗传 物质 的 稳定 性 和 复制 
的 准确 性 都 是 极为 重要 的 。 

双 链 DNA 的 复制 是 一 个 非常 复杂 的 过 程 ,在 复制 的 起 始 、 延 伸 和 终止 三 个 
阶段 ， 无 论 是 原核 生物 还 是 真 核 生 物 都 需要 有 多 种 酶 和 蛋白质 的 协同 参与 。 
DNA 复制 均 涉 及 拓扑 异 构 酶 、 解 旋 酶 . 单 链 结合 蛋白 .引物 合成 酶 .DNA 聚合 酶 
及 连接 酶 等 酶 和 和 蛋白质 的 参与 。 


有 图 2-16 ”由 于 强行 分 开 双 螺旋 末端 而 引发 产 
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2.3.1 DNA 的 半 保 留 复制 


Watson 和 Crick 在 提出 DNA 双 螺 旋 结 构 模 型 时 就 对 DNA 的 复制 过 程 进 
行 了 探讨 。 由 于 DNA 分 子 由 两 条 多 核 苷 酸 链 组 成 ,两 条 链 上 的 碱 基 一 一 G 只 能 
与 C 相配 对 ,A 只 能 与 T 相 配对 ,所 以 ,两 条 链 是 互补 的 ,一 条 链 上 的 核 背 酸 排 
列 顺序 决定 了 另 一 条 链 上 的 核 苷 酸 排列 顺序 。 就 是 说 ,DNA 分 子 的 每 一 条 链 都 
含有 合成 它 的 互补 链 所 需 的 全 部 信息 。Watson 和 Crick 推测 ,DNA 在 复制 过 程 
中 碱 基 间 的 氢 键 首先 断裂 , 双 螺 旋 解 旋 并 被 分 开 ,每 条 链 分 别 作为 模板 合成 新 
链 , 产 生 互 补 的 两 条 链 。 这 样 新 形成 的 两 个 DNA 分 子 与 原来 DNA 分 子 的 碱 基 
顺序 完全 一 样 。 因 此 ,每 个 子 代 分 子 的 一 条 链 来 自 亲 代 DNA , 另 一 条 链 则 是 新 合 
成 的 ， 所 以 这 种 复制 方式 被 称 为 DNA 的 半 保 留 复 制 (semiconservative replica- 
tion ) 。 

1958 年 ,Meselson 和 Stahl 研究 了 经 5N 标记 3 个 世代 的 大 肠 杆 菌 DNA , 首 
次 证 明了 DNA 的 半 保 留 复 制 。 他 们 将 大 肠 杆 菌 长 期 在 以 SN 作 氮 源 的 培养 基 中 
培养 ,得 到 SN-DNA。 由 于 该 DNA 分 子 的 密度 比 普 通 DNA(*N-DNA ) 的 密度 
大 ,在 氧化 狠 密度 梯度 离心 时 ,这 两 种 DNA 形成 位 置 不 同 的 区 带 。 他 们 用 普通 
培养 基 ( 含 “NN 的 氮 源 ) 培 养 SN 标记 的 大 肠 杆 菌 ,经 过 一 代 以 后 ,所 有 DNA 的 
密度 都 在 “N-DNA 和 “N-DNA 之 间 , 即 形成 了 一 半 SN 和 一 半 *N 的 杂 合 分 子 ， 
两 代 后 出 现 等 量 的 AN 分 子 和 MN-5N 杂 合 分 子 。 若 再 继续 培养 ,可 以 看 到 MN- 
DNA 分 子 增多 ,说 明 DNA 分 子 在 复制 时 均 可 被 分 成 两 个 亚 单位 ,分 别 构成 子 代 
分 子 的 一 半 ,这 些 亚 单位 经 过 许多 代 复 制 仍然 保持 着 完整 性 。 

实验 已 经 证 明 ， 无 论 是 原核 生物 还 是 真 核 生物 的 DNA 都 是 以 半 保 留 复制 
方式 遗传 的 ,DNA 的 这 种 半 保 留 复制 保证 了 DNA 在 代谢 上 的 稳定 性 ,经 过 许多 
代 的 复制 ,DNA 多 核 背 酸 链 仍 可 完整 地 存在 于 后 代 而 不 被 分 解 掉 。 这 种 稳定 性 
与 DNA 的 遗传 功能 相符 。 


2.3.2 ”复制 的 起 点 .方向 和 速度 


复制 时 , 双 链 DNA 要 解 开 成 两 股 链 分 别 进行 ,所 以 ,这 个 复制 起 点 呈现 又 
子 的 形式 ,被 称 为 复制 又 (图 2-17)。 许 多 实验 证 明 ,DNA 的 复制 是 由 固定 的 起 
始点 开始 的 ,通常 ,把 生物 体 的 复制 单位 称 为 复制 子 (replicon) ,一 个 复制 子 只 含 
一 个 复制 起 始点 。 复制 叉 从 复制 起 点 开始 沿 着 DNA 链 连 续 移动 ,起 始点 可 以 启 
动 单 向 复制 或 者 双向 复制 ,这 主要 取决 于 在 复制 起 点 形成 一 个 复制 又 还 是 两 个 
复制 又 。 在 单 向 复制 中 ,所 产生 的 一 个 复制 叉 离开 起 始点 , 沿 DNA 链 前 进 ;在 双 
向 复制 中 ,起 始点 处 产生 两 个 复制 又, 它们 从 起 始点 开始 沿 着 相反 的 方向 等 速 
前 进 。 

从 细菌 ,酵母 .线粒体 和 叶绿体 中 鉴定 出 的 起 始点 的 共同 特点 是 含有 丰富 
的 AT 序列, 它 可 能 有 利于 DNA 复制 启动 时 双 链 的 解 开 。 通 常 ,细菌 .病毒 和 线 
粒 体 的 DNA 分 子 都 是 作为 单个 复制 子 完成 复制 的 ， 而 真 核 生 物 基因 组 可 以 同 
时 在 多 个 复制 起 点 上 进行 双向 复制 ,也 就 是 说 它们 的 基因 组 包含 有 多 个 复制 子 


2.3 DNA 的 复制 >> 
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RNA 引 物 RNA 引 物 


(b) 


(c) 


冈 崎 片段 


有 图 2-17 DNA 链 的 复制 过 程 示意 图 (a)DNA 改变 双 蛇 旋 构 象 , 解 链 酶 解 
开 双 链 , 在 单 链 DNA 结合 蛋白 (SSB) 和 DNA 聚合 酶 亚 的 共同 作用 下 合成 先导 
链 ， 方 向 与 复制 又 推进 的 方向 一 致 。 在 后 随 链 上 ， 当 复制 又 进一步 打开 时 ， 
RNA 引物 才能 与 DNA 单 链 结合 ;(b) 后 随 链 合成 时 ,产生 冈 崎 片段 ;(c) 复 制 
又 继续 前 进 , 引 物 酶 合成 新 的 RNA 引物 ,与 DNA 单 链 结合 准备 引发 合成 新 的 
冈 崎 片段 。 


( 表 2-10)。 实 验 表明 ,无论 是 原核 生物 还 是 真 核 生物 ,DNA 的 复制 主要 是 从 固 
定 的 起 始点 以 双向 等 速 方式 进行 复制 的 (图 2-18)。 复 制 叉 以 DNA 分 子 上 某 一 
特定 顺序 为 起 点 ,向 两 个 方向 等 速生 长 前 进 。 

归纳 起 来 ,对 一 个 生物 体 基因 组 而 言 ,复制 起 点 是 固定 的 ,表现 为 固定 的 序 
列 ,并 识别 参与 复制 起 始 的 特殊 蛋白 质 。 复 制 双 移动 的 方向 和 速度 虽 是 多 种 多 
样 的 ,但 以 双向 等 速 方式 为 主 。 


表 2-10 部 分 生物 复制 子 的 比较 


细胞 内 复制 
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有 图 2-18 放射 性 标记 实验 证 明 DNA 的 复制 是 从 固定 的 起 始点 双向 
等 速 进行 的 〈a) 仅 用 3H- 胸 腺 嗜 啶 标记 DNA 10 min 即 压 X 线 片 ; 
(b) 8 标记 DNA 合成 10 min 后 ， 又 继续 非 标 记 DNA 合成 10 min , 导 
致 义 线 片 上 的 复制 又 变 长 , 银 颗粒 分 布 广 而 稀少。 


2.3.3 ”复制 的 几 种 主要 方式 


生物 体内 DNA 双 链 的 复制 大 都 是 以 半 保 留 方式 进行 的 ,这 是 共性 ;但 不 同 
生物 体内 DNA 分 子 的 存在 形式 各 不 相同 (有 大 、 有 小 有 线性 分 子 有 环 状 分 
子 ), 功 能 状态 也 不 一 样 ( 有 的 保守 、 有 的 极为 活跃 ) ,因而 反映 在 复制 方式 上 也 
有 差别 ,这 是 个 性 。 绝 大 多 数 复制 是 以 复制 又 的 形式 进行 的 ,下 面 总 结 了 几 种 复 
制 的 机 制 。 

1. 线性 DNA 双 链 的 复制 

复制 又 生长 方式 有 单一 起 点 的 单 向 (如 腺 病毒 ) 及 双向 (如 T7 噬菌体 ) 和 多 
个 起 始点 的 双向 几 种 。DNA 双向 复制 时 ,复制 又 处 呈 “ 眼 "型 (图 2-18) ,因为 已 
知 的 DNA 聚合 酶 和 RNA 聚合 酶 都 只 能 从 5' 端 向 3' 端 移动 。 线 性 DNA 在 复制 
中 , 当 RNA 引物 被 切除 后 , 留 下 5' 端 的 部 分 单 链 DNA ,不 能 为 DNA 聚合 酶 所 
作用 ,使 子 链 短 于 母 链 ,因此 ,线性 DNA 复制 子 末 端的 复制 需要 有 下 列 特殊 的 
机 制 ， 

(1) 将 线性 复制 子 转变 为 环 状 或 多 聚 分 子 。T4 和 T7 鸣 菌 体 就 是 利用 这 种 
机 制 。T4 叭 菌 体 的 DNA 通过 其 末端 的 简 并 性 使 不 同 链 的 3 " 端 因 互补 而 结合 ， 
其 缺口 被 聚合 酶 作用 填 满 ,再 经 DNA 连接 酶 作用 生成 二 联 体 。 这 个 过 程 可 重复 
进行 直到 生成 原 长 20 多 倍 的 多 联 体 ,并 由 叭 菌 体 DNA 编码 的 核酸 酶 特异 切割 
形成 单位 长 度 的 DNA 分 子 。 

(2) 在 DNA 末端 形成 发 夹 式 结构 ,使 该 分 子 没 有 游离 的 末端 。 草 履 虫 的 线 
性 线粒体 DNA 就 是 一 个 典型 的 例子 。 

(3) 在 某 种 蛋白 质 ( 如 末端 蛋白 ,terminal protein) 的 介入 下 ,在 真正 的 末端 
上 启动 复制 。 中 29 叭 菌 体 DNA 和 腺 病毒 DNA 的 复制 主要 依赖 这 一 机 制 。 如 图 
2-19 所 示 ,这 类 DNA 依靠 链 取 代 法 ,从 一 个 未 端 启 动 一 条 新 链 合成 ,以 此 取代 
原来 在 双 链 中 配对 的 DNA 链 。 当 复 制 义 到 达 分 子 的 另 一 末端 时 ,被 替换 的 链 会 
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四 当 复 制 叉 到 达 末端 时 ， 单 链 被 取代 
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有 图 2-19 腺 病毒 DNA 分 别 在 分 子 两 端 启动 复制 ， 并 通 
过 链 取 代 法 使 之 延伸 


作为 一 条 游离 的 单 链 而 被 释放 。 接 着 , 它 又 被 独立 地 复制 。 复制 时 ,5' 端 首先 
与 末端 蛋白 共 价 结合 ,并 由 末端 蛋白 提供 一 个 C 端 来 引发 一 条 新 的 DNA 链 的 
合成 。 

2. 环 状 DNA 双 链 的 复制 

环 状 双 链 DNA 的 复制 可 分 为 8 型 滚 环 型 和 D- 环 型 几 种 类 型 。 

(1)6 型 大 肠 杆 菌 基因 组 的 复制 原点 位 于 天 冬 酰胺 合 酶 和 ATP 合 酶 操纵 
子 之 间 ,全 长 245 bp , 称 为 OriC。 它 富 含 AT, 并 含有 多 个 短 的 重复 序列 ,能 够 被 
复制 起 始点 结合 蛋白 所 识别 。 复制 的 起 始点 涉及 DNA 双 链 的 解 旋 和 松 开 ,形成 
两 个 方向 相反 的 复制 叉 ( 图 2-20)。 前 导 链 DNA 开始 复制 前 ,复制 原点 的 核酸 
序列 被 转录 生成 短 RNA 链 ,作为 起 始 DNA 复制 的 引物 。 
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有 上 图 2-20 ”大肠 杆菌 质粒 DNA 双向 复制 的 模式 与 实验 验证 (〈a)6 形 复 
制 模式 图 ;(b)3H 标记 质粒 DNA 合成 图 。 


(2) 滚 环 型 (rolling circle) 这 是 单 向 复制 的 一 种 特殊 方式 。 滚 环 复制 在 噬 菌 
体 中 是 很 常见 的 ,如 中 X174 的 双 链 环 状 DNA 复制 型 (RF) 就 是 以 这 种 方式 复制 的 。 
DNA 的 合成 由 对 正 链 原 点 的 专 一 性 切割 开始 ,所 形成 的 自由 $' 端 被 从 双 链 环 中 置 
换 出 来 并 为 单 链 DNA 结合 蛋白 所 覆盖 ， 使 其 3'-OH 端 在 DNA 聚合 酶 的 作用 下 不 
断 延 伸 。 在 这 个 过 程 中 , 单 链 尾 巴 的 延伸 与 双 链 DNA 的 绕 轴 旋转 同步 (图 2-21)。 
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有 图 2-21 环 状 DNA 可 以 通过 滚 环 式 复制 产生 多 单元 单 链 DNA 
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有 图 2-22 哺乳 动物 线粒体 DNA 复制 从 D- 环 开始 ， 每 条 链 使 
用 不 同 的 起 始点 序列 启动 复制 
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(3) D- 环 型 (D-loop) 也 是 单 向 复制 的 一 种 特殊 方式 。 这 种 方式 首先 在 动 
物 线粒体 DNA 的 复制 中 被 发 现 , 双 链 环 在 固定 点 解 开 进行 复制 。 但 两 条 链 的 合 
成 是 高 度 不 对 称 的 ,最 初 仅 以 一 条 母 链 作为 新 链 合成 的 模板 ,迅速 合成 出 互补 
链 , 男 一 条 链 则 成 为 游离 的 单 链 环 ( 即 D- 环 )( 图 2-22)。 单 个 D- 环 结构 在 哺乳 
动物 线粒体 中 是 一 段 开放 的 500~600 碱 基 序列 。 维 持 D- 环 结构 的 短 链 是 不 稳 
定 的 ， 它 经 常 被 解 链 和 重新 合成 以 维持 该 位 点 的 双 链 开 环 结构 。 有 些 线粒体 
DNA 拥有 几 个 D- 环 结构 ,反映 出 细胞 有 多 个 起 始点 。 叶 绿 体 DNA 也 采用 同样 
的 机 制 ,高 等 植物 的 叶绿体 DNA 有 两 个 D- 环 结构 。 


2.4 原核 生物 和 真 核 生 物 DNA 复制 的 特点 


2.4.1 原核 生物 DNA 复制 的 特点 


大 肠 杆菌 基因 组 以 双 链 环 状 DNA 分 子 的 形式 存在 ,复制 起 始 区 位 于 其 遗 
传 图 的 84 min 附近 (图 2-23), 复 制 起 始点 (OriC) 含 有 3 个 13 bp 的 串联 重复 
保守 序列 ,GATCTNTTNTTTT, 以 及 4 个 由 9 bp 的 保守 序列 (TTATNCANA) 组 成 
的 能 够 结合 DnaA 的 起 始 结 合 位 点 。 复 制 起 始 后 ,在 OriC 上 形成 的 两 个 复制 又 
沿 着 整个 基因 组 双向 等 速 进行 移动 ， 其 DNA 复制 的 中 间 产 物 可 形成 一 个 0, 两 
个 复制 义 在 距 起 始点 180° 处 会 合 。 


3X13 bp 直接 重复 序列 DnaA 结合 位 点 , 4X9 bp 
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1 图 2-23 ”大 肠 杆菌 DNA 复制 起 始点 (oriC) 保 守 序 列 分 布 图 


1. DNA 双 螺 旋 的 解 旋 

DNA 在 复制 时 ,其 双 链 首先 解 开 ,形成 复制 叉 , 这 是 一 个 有 多 种 蛋白 质 及 酶 
参与 的 复杂 过 程 。 已 经 发 现 一 些 酶 和 蛋白 质 能 使 DNA 双 链 变 得 易于 解 开 ,或 者 
可 以 使 超 螺 旋 分 子 松弛 。 首 先 在 拓扑 异 构 酶 I 的 作用 下 解 开 负 超 螺 旋 , 并 与 解 
链 酶 共同 作用 ,在 复制 起 点 处 解 开 双 链 。 参 与 解 链 的 除 一 组 解 链 酶 外 ,还 有 Dna 
蛋白 等 ,一 旦 局 部 解 开 双 链 ,就 必须 有 SSB 蛋白 来 稳定 解 开 的 单 链 ,以 保证 该 局 
部 结构 不 会 恢复 成 双 链 ， 接 着 由 引发 酶 等 组 成 的 引发 体 迅 速 作 用 于 两 条 单 链 
DNA 上 。 不 论 是 前 导 链 还 是 后 随 链 ,都 需要 一 段 RNA 引物 以 起 始 子 链 DNA 的 
合成 。 现 将 其 中 重要 的 酶 与 蛋白 质 分 述 如 下 。 

(1) DNA 解 链 酶 (DNA helicase) DNA 解 链 酶 能 通过 水 解 ATP 获得 能 量 
来 解 开 双 链 DNA。 大 部 分 DNA 解 链 酶 (包括 大 肠 杆菌 解 链 酶 了 、 古 .T4 叹 菌 体 
dda、\T4 基因 41 和 人 解 链 酶 等 ) 可 沿 后 随 链 模板 的 $' 一 :3' 方 向 并 随 着 复制 叉 的 
前 进而 移动 ,只 有 另 一 种 解 链 (Rep 蛋白 ) 是 沿 前 导 链 模板 的 3' 一 5' 方 向 移动 。 


2.4 效 生 物 交 和 生物 DNA 复制 的 特点 >> 


因此 推测 Rep 蛋白 和 特定 DNA 解 链 酶 分 别 在 DNA 的 两 条 和 母 链 上 协同 作用 ,以 
解 开 双 链 DNA。 

(2) 单 链 结 合 蛋 白 (single-strand binding protein,SSB 蛋白 ) ”最 初 发 现 哈 
菌 体 T4 的 基因 32 蛋白 可 以 在 远 低 于 解 链 温度 时 使 双 链 DNA 分 开 ， 并 牢 牢 地 
结合 在 单 链 DNA 上 ， 后 来 发 现 许 多 生物 中 都 有 这 类 蛋白。 从 原核 生物 得 到 的 
SSB 和 蛋白 与 DNA 结合 时 还 表现 出 协同 效应 :如 第 一 个 SSB 蛋白 结合 到 DNA 上 
去 的 能 力 为 1, 第 二 个 SSB 结合 能 力 则 可 高 达 10;; 真 核 生 物 牛 、 鼠 和 人 细胞 中 
的 SSB 蛋白 与 单 链 DNA 结合 时 , 则 不 表现 上 述 协同 效应 。 

SSB 蛋白 的 作用 是 保证 被 解 链 酶 解 开 的 单 链 在 复制 完成 前 能 保持 单 链 结 
构 , 它 以 四 聚 体形 式 存在 于 复制 叉 处 , 待 单 链 复制 完成 后 才 离 开 ,重新 进入 循 
环 。 所 以 ,SSB 蛋白 的 作用 是 保持 单 链 的 存在 ,并 没有 解 链 的 作用 。 

(3) DNA 拓扑 异 构 酶 (DNA topoisomerase) 大 多 数 天 然 状态 下 的 DNA 分 
子 都 具有 适度 的 负 超 螺旋 ,可 以 形成 部 分 的 单 链 结构 ,利于 蛋白 质 与 DNA 的 结 
合 。 在 复制 过 程 中 , 随 着 DNA 的 解 旋 , 双 螺旋 的 盘 绕 数 7 了 减少 ,而 超 螺旋 数 歼 
增加 ,使 正 超 螺旋 增加 ,未 解 链 部 分 的 缠绕 更 加 紧密 ,形成 的 压力 使 解 链 不 能 继 
续 进 行 。 拓 扑 异 构 酶 能 够 消除 解 链 造成 的 正 超 螺旋 的 堆积 ,消除 阻碍 解 链 继续 
进行 的 这 种 压力 ,使 复制 得 以 延伸 。 

2. DNA 复制 的 引发 

所 有 DNA 的 复制 都 是 从 一 个 固定 起 始点 开始 的 ,而 目前 已 知 的 DNA 聚合 
酶 都 只 能 延长 已 存在 的 DNA 链 ,而 不 能 从 头 合成 DNA 链 ,那么 一 个 新 DNA 的 
复制 是 怎样 开始 的 呢 ? 

研究 发 现 ， 所 有 的 DNA 聚合 酶 都 从 3' 凑 基 端 起 始 DNA 合成 。DNA 复制 
时 ,往往 先 由 引发 酶 (一 种 特殊 的 RNA 聚合 酶 ) 在 DNA 模板 上 合成 一 段 RNA 
链 , 它 提 供 引 发 末端 (被 称 为 引物 ,primer) ,接着 由 DNA 聚合 酶 从 RNA 引物 3 
端 开始 合成 新 的 DNA 链 。 无 论 前 导 链 还 是 后 随 链 开 始 DNA 合成 时 ， 都 需要 
RNA 引物 引发 复制 ,只 是 对 于 前 导 链 来 说 ,这 一 引发 过 程 比较 简单 ,只 要 有 一 段 
RNA 引物 ,DNA 聚合 酶 就 能 以 此 为 起 点 一 直 合 成 下 去 。 但 对 于 后 随 链 来 说 , 引 
发 过 程 就 复杂 多 了 ,需要 多 种 蛋白 质 和 酶 的 协同 作用 ,还 牵涉 冈 崎 片段 的 形成 
和 连接 。 

后 随 链 的 引发 过 程 往往 由 引发 体 (primosome) 来 完成 .引发 体 由 6 种 蛋白 质 
n,n',n",Dna BC 和 I 共同 组 成 ,只 有 当 引 发 前 体 (preprimosome) 把 这 6 种 蛋白 
质 合 在 一 起 并 与 引发 酶 (primase) 进 一 步 组 装 后 形成 引发 体 ,才能 发 挥 其 功效 。 
引发 酶 是 dnaG 基因 的 产物 ,是 在 特定 环境 下 发 挥 作用 的 RNA 聚合 酶 , 仅 用 于 
合成 DNA 复制 所 需 的 一 小 段 RNA。 引 发 体 像 火 车 头 一 样 在 后 随 链 分 义 的 方向 
上 前 进 ， 并 在 模板 上 断断续续 地 引发 生成 后 随 链 的 引物 RNA 短 链 ， 再 由 DNA 
聚合 酶 亚 作 用 合成 DNA ,直至 遇 到 下 一 个 引物 或 冈 崎 片段 为 止 。 由 RNase H 降 
解 RNA 引物 并 由 DNA 聚合 酶 工 将 缺口 补 齐 ， 再 由 DNA 连接 酶 将 两 个 冈 崎 片 
段 连 在 一 起 形成 大 分 子 DNA。 

(图 2-24) 以 大 肠 杆 菌 为 例 解释 了 由 OriC 复制 起 始点 处 引发 的 DNA 复制 
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有 图 2-24 由 大 肠 杆菌 OriC 复制 起 始点 处 引发 的 
DNA 复制 过 程 (a) 大 约 20 个 DnaA 蛋白 在 ATP 的 作 
用 下 与 OriC 处 的 4 个 9 bp 保守 序列 结合 ;(b) 在 HU 蛋 
白 和 ATP 的 共同 作用 下 ,DnaA 复制 起 始 复 合 物 使 3x 
13 bp 直接 重复 序列 变性 ,形成 开 链 ;(c)DnaB( 解 链 酶 ) 
六 体 分 别 与 单 链 DNA 结合 (需要 DnaC 的 帮助 ), 进 一 步 
解 开 DNA 双 链 。 


分 子 DNA。 


DNA 


过 程 。 在 大 肠 杆菌 中 ,一 些 蛋 白质 有 序 地 作用 
于 复制 起 始点 。 首 先是 在 ATP 的 作用 下 ,大 约 
20 个 DnaA 蛋白 与 OriC 的 4 个 9 碱 基 保 守 序 
列 结合 ,形成 寡 聚 复合 物 ;接着 ,在 DNA 结合 
蛋白 HU 蛋白 和 ATP 的 共同 作用 下 ,DnaA 复 
制 起 始 复合 物 使 3 个 13 碱 基 重 复 序列 变性 
形成 开 链 ;在 DnaC 蛋白 的 协助 下 ,六 聚 化 的 解 
链 酶 DnaB 替换 了 DnaA ,与 DNA 链 结 合 , 目 前 
认为 DnaB 可 能 具有 两 种 构象 ， 一 种 形式 与 双 
链 DNA 结合 ， 另 一 种 形式 与 单 链 DNA 结合 。 
这 两 种 形式 的 转化 可 引发 双 链 体 的 熔化 ,需要 
ATP 的 水 解 提供 能 量 , 即 每 解 开 一 个 碱 基 对 需 
要 水 解 一 个 ATP。 它 在 一 个 与 双 链 区 相连 的 单 
链 区 起 始 解 链 ,使 DNA 双 链 进一步 解 开 。 

3. 四 崎 片段 与 半 不 连续 复制 

由 于 DNA 双 螺 旋 的 两 条 链 是 反 向 平行 的 ， 
因此 在 复制 叉 附近 解 开 的 DNA 链 一 条 是 5 一 
3 方向 , 另 一 条 是 3' 一 5' 方 向 ,两 个 模板 极 性 不 
同 , 所 有 已 知 DNA 聚合 酶 的 合成 方向 都 是 5 一 ， 
3 ,而 不 是 3' 一 5' ,这 就 无 法 解释 DNA 的 两 条 


链 是 如 何 能 够 同时 进行 复制 的 。 为 了 解释 这 一 


等 速 复制 现象 ,日 本 学 者 冈 崎 (Okazaki) 等 提出 
了 DNA 的 半 不 连续 复制 (semidiscontinuous 
replication ) 模 型 。 他 用 H 脱氧 胸 苷 短 时 间 标 记 
大 肠 杆菌 ,提取 DNA ,变性 后 用 超 离心 方法 得 
到 了 许多 班 标记 的 、 被 后 人 称 为 冈 崎 片段 的 
DNA ,长 度 大 约 为 1 000~2 000 个 碱 基 , 现在 已 
知 一 般 原 核 生 物 的 冈 崎 片段 要 长 些 , 真 核 生 物 
中 的 要 短 些 。 延 长 标记 时 间 后 , 冈 崎 片段 可 转 
变 为 成 熟 DNA 链 ， 由 此 推断 这 些 片 段 必 然 是 
复制 过 程 的 中 间 产 物 。 此 外 ,用 DNA 连接 酶 温 
度 敏 感 突变 株 进行 实验 ,在 连接 酶 不 起 作用 的 
温度 下 ， 可 以 观察 到 有 大 量 小 片段 DNA 的 累 
积 ， 说 明 DNA 复制 过 程 中 至 少 有 一 条 链 首先 
合成 较 短 的 冈 崎 片段 ， 然 后 再 由 连接 酶 连 成 大 


图 2-25 总 结 了 两 条 新 链 不 同 的 特征 ， 根据 它们 不 同性 质 分 别 将 其 称 为 前 
导 链 (leading strand ) 和 后 随 链 (]agging strand)。 前 导 链 DNA 的 合成 以 5' 一 3' 方 
向 , 随 着 亲本 双 链 体 的 解 开 而 连续 进行 复制 ;后 随 链 在 合成 过 程 中 ,一 段 亲本 
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前 导 链 合成 


有 图 2-25 DNA 合成 的 半 不 连续 性 ”前导 链 是 持续 合成 的 ， 
而 后 随 链 则 是 以 不 连续 的 方式 合成 的 。 


DNA 单 链 首 先 暴露 出 来 ,然后 以 与 复制 义 移动 相反 的 方向 按照 5' 一 3' 方 向 合 
成 一 系列 的 冈 崎 片段 ,然后 再 把 它们 连接 成 完整 的 后 随 链 。 进一步 研究 还 证 明 ， 
这 种 前 导 链 的 连续 复制 和 后 随 链 的 不 连续 复制 在 生物 界 是 有 普遍 性 的 ,因而 称 
为 双 螺 旋 的 半 不 连续 复制 。 

4. 复制 的 终止 

除 Tus 蛋白 以 外 , 链 的 终止 看 起 来 不 需要 太 多 蛋白 质 的 参与 。 当 复制 叉 前 
移 ,过 到 约 22 个 碱 基 的 重复 性 终止 子 序列 (Ter) 时 ,Ter-Tus 复合 物 能 使 DnaB 
不 再 将 DNA 解 链 ,阻挡 复制 叉 的 继续 前 移 ,等 到 相反 方向 的 复制 又 到 达 后 停止 
复制 ,其 间 仍 有 50~100 bp 未 被 复制 ,由 修复 方式 填补 空缺 ,而 后 两 条 链 解 开 。 
在 DNA 拓扑 异 构 酶 V 的 作用 下 使 复制 又 解体 ,释放 子 链 DNA( 图 2-26)。 


复制 起 始 位 点 


逆 时 针 方志。 \\ 顺 时 针 广 
向 复制 又 { \ 向 复 介入 


TerG Dre 
方向 “~ 区 玫 Wen A ”// 省 时 针 方 和 
顺 时 针 
复制 又 陷 了 rer8 TerC 复制 又 陷阱 


1 图 2-26 ”大肠 杆菌 中 DNA 复制 的 终止 


5. DNA 聚合 酶 

现 已 发 现在 大 肠 杆菌 中 存在 DNA 聚合 酶 II IJV 和 V, 有 关 DNA 聚 
合 酶 1 、 工 和 亚 ( 主 要 DNA 聚合 酶 ) 的 活性 ,功能 及 特点 等 归纳 如 表 2-1],。DNA 
聚合 酶 I 是 第 一 个 被 鉴定 出 来 的 DNA 聚合 酶 ， 但 它 不 是 复制 大 肠 杆 菌 染色 体 
的 主要 聚合 酶 。 该 蛋白 可 以 被 蛋白 酶 切 成 两 个 区 域 : 占 蛋白 2/3 的 C 端 区 域 ( 相 
对 分 子 质 量 68 000) 又 称 为 Klenow 片段 ,同时 具有 DNA 聚合 酶 活性 和 3' 一 "9/ 
核酸 外 切 酶 活性 , 既 可 合成 DNA 链 ,又 能 降解 DNA ,保证 了 DNA 复制 的 准确 
性 .另外 , 它 的 N 端 区 域 (相对 分 子 质量 35 000) 具 有 5' 一 '3' 核 酸 外 切 酶 的 活性 ， 
可 作用 于 双 链 DNA ,又 可 水 解 5' 端 或 距 $' 端 几 个 核 苷 酸 处 的 磷酸 二 酯 键 ,因而 
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表 2-11 大 肠 杆菌 DNA 聚合 酶 | 、|| 和 川 的 性 质 比较 


了 "一 5/ 十 十 十 


5 "一 3 + 一 


新 生 链 合 成 - = + 

相对 分 子 质量 ( x10” ) 103 90 900 

细胞 内 分 子 数 400 ? 10 ~ 20 

生物 学 活性 1 0. 05 15 

已 知 的 结构 基因 Pol( A) Pol( B) Pol(C)(DnaE,N,Z,X,O 等 ) 
ee 


该 酶 被 认为 在 切除 因 紫 外 线 照射 而 形成 的 喀 啶 二 聚 体 中 起 着 重要 的 作用 。 它 也 
可 用 以 除去 冈 崎 片段 5' 端 RNA 引物 ,使 冈 崎 片段 间 缺 口 消失 ,保证 连接 酶 将 片 
段 连接 起 来 。 

DNA 聚合 酶 开具 有 5' 一 3' 方 向 聚合 酶 活性 ,但 酶 活性 很 低 。 若 以 每 分 钟 酶 
促 核 背 酸 挫 入 DNA 的 转化 率 计算 ,只 有 DNA 聚合 酶 I 的 5%, 故 也 不 是 复制 中 
主要 的 酶 。 其 3' 一 5' 核 酸 外 切 酶 活性 可 起 校正 作用 ,目前 认为 DNA 聚合 酶 开 的 
生理 功能 主要 是 起 修复 DNA 的 作用 。 

DNA 聚合 酶 下 包含 有 7 种 不 同 的 亚 单位 和 9 个 亚 基 。 生 物 活性 形式 为 二 聚 
体 , 它 既 有 5' 一 3' 方 向 聚合 酶 活性 ,也 有 3' 一 5 核酸 外 切 酶 活性 。 该 酶 的 活性 较 
理 ， 为 DNA 聚合 酶 的 15 倍 ,DNA 聚合 酶 开 的 300 倍 。 它 能 在 引物 的 3'_-OH 
上 以 每 分 钟 约 5 万 个 核 苷 酸 的 速率 延长 新 生 的 DNA 链 , 是 大 肠 杆 菌 DNA 复制 
中 链 延 长 反应 的 主导 聚合 酶 。 

DNA 聚合 酶 共和 V 分 别 由 dinB 和 umuD'",C 基因 编码 ,主要 在 SOS 修复 过 
程 中 发 挥 功能 。 


2.4.2 ” 真 核 生 物 DNA 复制 的 特点 


真 核 生物 DNA 的 复制 与 原核 生物 DNA 复制 有 很 多 不 同 ,例如 , 真 核 生 物 
每 条 染色 体 上 可 以 有 多 处 复制 起 始点 ,而 原核 生物 只 有 一 个 起 始点 ; 真 核 生 物 
的 染色 体 在 全 部 完成 复制 之 前 ,各 个 起 始点 上 DNA 的 复制 不 能 再 开始 ,而 在 快 
速生 长 的 原核 生物 中 ,复制 起 始点 上 可 以 连续 开始 新 的 DNA 复制 ,表现 为 虽 只 
有 一 个 复制 单元 ,但 可 有 多 个 复制 又。 

在 真 核 生物 细胞 中 ,DNA 复制 只 是 细胞 周期 的 一 部 分 , 它 只 在 S 期 进行 ,第 
一 批复 制 子 的 激活 标志 着 S 期 的 开始 。 在 之 后 的 几 个 小 时 里 ,其 余 的 复制 子 相 
继 启动 。 真 核 生物 的 复制 子 相对 较 小 ,其 长 度 为 40~100 kb。 

真 核 生 物 中 复制 起 始 区 有 什么 特点 呢 ? 目前 为 止 ,酿酒 酵母 的 复制 起 始 位 
点 已 经 被 鉴定 出 来 ,长 约 150 bp 左右 ,包括 数 个 复制 起 始 必需 的 保守 区 ,将 这 
个 特殊 序列 作为 一 个 部 件 来 构建 一 个 环 状 的 DNA 分 子 ,这 个 核 外 DNA 分 子 在 
了 醇 母 中 是 能 够 自主 复制 的 。 我 们 把 酵母 的 复制 起 始 位 点 称 为 自主 复制 序列 
(autonomously replicating sequences,ARS )。 后 来 在 其 他 的 真 核 生 物 中 也 发 现 类 
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似 于 酵母 ARS 元 件 的 顺序 。 不 同 ARS 序列 的 共同 特征 是 具有 一 个 被 称 为 A 区 
的 11 个 A-T 碱 基 对 的 保守 序列 . 真 核 生物 DNA 复制 的 起 始 需要 起 始点 识别 复 
合 物 (origin recognition complex,ORC) 参与 ， 人 们 首先 在 酿酒 酵母 中 发 现 了 
ORC ,之 后 在 裂 殖 酵母 \ 果 蝇 和 爪 蛤 中 鉴定 出 相似 的 复合 物 ,ORC 结合 于 ARS， 
它 是 由 6 种 蛋白 质 组 成 的 启动 复合 物 。 

真 核 生 物 DNA 复制 义 的 移动 速度 大 约 只 有 50 bp/s ,还 不 到 大 肠 杆 菌 的 
1/20, 因 此 ,人 类 DNA 中 每 隔 30 000~300 000 个 碱 基 就 有 一 个 复制 起 始 位 点 。 

已 发 现 的 真 核 生物 DNA 聚合 酶 有 15 种 以 上 。 在 哺乳 动物 细胞 中 主要 有 5 
种 DNA 聚合 酶 ,分 别称 为 DNA 聚合 酶 aq、B、y、6 和 ,其 特性 如 表 2-12。 


表 2-12 真 核 生物 DNA 聚合 酶 的 特性 比较 


亚 基 数 4 1 2- 2~3 -| 


在 细胞 内 分 布 ” 核 内 核 内 线粒体 核 内 核 内 

功能 DNA 引物 损伤 修复 ”线粒体 DNA 主要 DNA 复 复制 修复 
合 复制 制 酶 

3' 一 5 外 切 p i 有 有 有 

5' 一 3' 外 切 寺 党 汗 下 无 


真 核 细 胞 的 DNA 聚合 酶 和 细菌 DNA 聚合 酶 基本 性 质 相 同 ， 均 以 dNTP 为 
底 物 , 需 Mg* 激 活 ,聚合 时 必须 有 模板 链 和 具有 3'-OH 末端 的 引物 链 , 链 的 延伸 
方向 为 5 一 3'。 但 真 核 细胞 的 DNA 聚合 酶 一 般 都 不 具有 核酸 外 切 酶 活性 ,推测 
一 定 有 另外 的 酶 在 DNA 复制 中 起 校对 作用 。 

DNA 聚合 酶 a 的 功能 主要 是 引物 合成 , 即 能 起 始 前 导 链 和 后 随 链 的 合成 。 
它 是 以 复合 体 的 形式 存在 的 , 因 其 具有 引发 、 延 伸 链 的 双重 功能 ,所 以 又 被 称 
为 pol a 的 引发 酶 DNA 聚合 酶 B 活性 水 平稳 定 ,可 能 主要 在 DNA 损伤 的 修 
复 中 起 作用 ,属于 高 忠实 性 修复 酶 。DNA 聚合 酶 8 是 主要 负责 DNA 复制 的 
酶 ， 参 与 前 导 链 和 后 随 链 的 合成 。 而 DNA 聚合 酶 s 与 后 随 链 合 成 有 关 , 在 
DNA 合成 过 程 中 核 苷 切除 以 及 碱 基 的 切除 修复 中 起 着 重要 的 作用 ,而 且 , 它 
在 细胞 的 重组 过 程 中 可 能 具有 某 些 功能 。DNA 聚合 酶 y 在 线粒体 DNA 的 复 
制 中 发 挥 作用 。 

除了 上 述 5 种 主要 的 DNA 育 合 酶 外 , 真 核 生 物 中 还 存在 LC.n. 和 k 等 
几 种 DNA 聚合 酶 ,它们 承担 着 修复 损伤 的 功能 ,但 这 些 修复 酶 的 忠实 性 都 
很 低 。 

有 关 真 核 生物 DNA 复制 比较 公认 的 说 法 是 ;在 复制 义 上 存在 一 个 DNA 事 
合 酶 w/ 引 发 酶 复合 体 和 另外 两 个 DNA 聚合 酶 复合 体 。 这 两 个 聚合 酶 中 一 个 是 
DNA 聚合 酶 8, 另 一 个 是 第 二 个 DNA 聚合 酶 8 或 DNA 聚合 酶 8 ,前 者 延伸 前 
导 链 ,后 者 合成 后 随 链 的 冈 崎 片段 。 冈 崎 片段 RNA 引物 的 去 除 分 为 两 步 。 首 
先 ， 一 种 可 特异 性 切除 DNA-RNA 杂 合 底 物 的 RNA 酶 Hl 发 挥 核酸 内 切 酶 


» 
seg smn a 


| 本 


古本 2 染色 体 与 DNA 


的 活性 ,在 靠近 RNA 与 DNA 的 连接 处 切 开 引物 ,由 具备 5'-3' 核 酸 外 切 酶 
活性 的 FEN1 蛋白 降解 RNA 片段 。 最 后 ,由 DNA 连接 酶 工 将 相 邻 的 冈 崎 片 
段 连 接 起 来 。 

真 核 生物 染色 体 复制 时 ,前 导 链 可 连续 复制 直到 模板 链 的 末端 ,释放 出 完 
整 的 子 代 染色 单 体 ;而 后 随 链 以 不 连续 的 方式 复制 ,必须 有 特殊 的 机 制 来 安排 
5' 端 部 分 DNA 链 的 复制 问题 ,以免 该 链子 代 DNA 的 5' 端 序列 逐步 缩短 。 真 核 
生物 能 够 通过 形成 端 粒 结构 和 具有 反 转 录 酶 活性 的 端 粒 酶 来 防止 DNA 复制 时 
后 随 链 缩短 而 产生 的 染色 体 部 分 缺失 。 端 粒 酶 能 利用 自身 携带 的 RNA 链 作 为 
模板 ,以 dNTP 为 原料 ,以 反 转录 的 方式 催化 合成 模板 后 随 链 5' 端 DNA 片段 或 
外 加 重复 单位 (如 人 染色 体 端 粒 为 TTAGGG), 以 维持 端 粒 一 定 的 长 度 , 从 而 防 
止 染 色 体 的 缺 短 损伤 。 


2.4.3 DNA 复制 的 调控 


原核 细胞 的 生长 和 增殖 速度 取决 于 培养 条 件 ,但 在 生长 增殖 速度 不 同 的 细 
胞 中 DNA 链 延 伸 的 速度 几乎 是 恒定 的 ,只 是 复制 叉 的 数量 不 同 。 迅速 分 裂 的 细 
胞 具 较 多 复制 叉 ,而 分 裂 缓慢 的 细胞 复制 叉 较 少 并 出 现 复制 的 间 院 。 细 胞 内 复 
制 义 的 多 少 决 定 了 复制 起 始 频 率 的 高 低 ， 这 可 能 是 原核 细胞 复制 的 调控 机 制 。 
复制 起 始 频率 的 直接 调控 因子 是 蛋白 质 和 RNA。 

1. 大 肠 杆菌 染色 体 DNA 的 复制 调控 

染色 体 的 复制 与 细胞 分 裂 一 般 是 同步 的 ， 但 复制 与 细胞 分 裂 不 直接 偶 联 。 
复制 起 始 不 依赖 于 细胞 分 型 ,而 复制 的 终止 则 能 引发 细胞 分 裂 。 在 一 定 生长 速 
度 范围 内 ,细胞 与 染色 体 的 质量 之 比 相对 恒定 ,这 是 由 活化 物 、 阻 遏 物 和 去 阻 遏 
物 及 它们 的 相互 作用 所 制约 的 。 复 制 的 功能 单位 , 即 复 制 子 与 转录 的 操纵 子 相 
似 , 由 起 始 物 位 点 和 复制 起 点 两 部 分 组 成 。 起 始 物 位 点 编码 复制 调节 和 蛋白质, 复 
制 起 点 与 调节 蛋白 质 相 互 作 用 并 启动 复制 。 起 始 物 位 点 突变 使 复制 停止 并 导 
致 细胞 死亡 。 这 些 条 件 致死 突变 包括 dnaA .dnaC 和 dnaT 突变 株 ,证 明 上 述 基 
因 编 码 的 调节 蛋白质 通过 与 复制 复合 物 的 相互 作用 确定 复制 起 始 频率 和 复制 

DNA 复制 的 调控 主要 发 生 在 起 始 阶段 ,一旦 开始 复制 ,如 没有 意外 的 阻力 ， 
就 一 直 可 以 复制 下 去 直到 完成 。 大 肠 杆 菌 的 复制 起 点 有 OriC 和 OriH 两 种 ,其 
中 OriC 是 首选 的 复制 起 点 ， 而 OriH 是 在 RNaseH 缺失 突变 株 中 发 现 的 一 系列 
复制 起 点 。 这 两 种 起 点 起 始 复制 的 机 制 和 调控 方式 不 同 。 

2. ColE1 质粒 DNA 的 复制 调控 

ColE1 是 一 个 6 646 bp 的 小 质粒 ， 在 宿主 细胞 内 拷贝 数 为 20~30。ColE1 
DNA 复制 不 依赖 于 其 本 身 编 码 的 蛋白 质 ,而 完全 依靠 宿主 DNA 聚合 酶 1 ,质粒 
DNA 编码 两 个 负 调 控 因子 Rop 蛋白 和 反 义 RNA(RNA,) ,它们 控制 了 起 始 DNA 
复制 所 必需 的 引物 合成 。 引 物 RNA 前 体 的 转录 起 始 于 复制 起 点 上 游 555 个 核 
苷 酸 处 , 需 经 RNaseH 加 工 后 产生 有 555 个 核 苷 酸 的 引物 ,然后 由 DNA 聚合 酶 
1 在 引物 的 3’ 端 起 始 DNA 合成 。RNA 的 编码 区 在 引物 RNA 编码 区 的 5' 端 , 转 
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录 方 向 与 引物 RNA 相反 ,因此 与 引物 RNA 的 5' 端 互补 (图 2-27)。RNA, 通过 
氨 键 配对 与 引物 RNA 前 体 相 互 作用 ,阻止 了 RNaseH 加 工 引 物 前 体 , 使 其 不 能 
转化 为 有 活性 的 引物 而 对 复制 起 负 调 控 作 用 。 


DRE > 


RNase H 
RNA, 


-500 -400 -300 -200 -100 100 200 300 400 $00 600 


起 始点 rop 基 因 


RNA, 
Rop 和 蛋白 (63 个 氨基 酸 ) 
有 图 2-27 ColE1 质粒 DNA 复制 起 始 部 位 调控 因子 之 间 关 系 简 图 


RNA 不 仅 控制 质粒 的 拷贝 数 而 且 决 定 了 质粒 的 不 相 容 性 。RNA 与 引物 
RNA 分 子 的 相互 作用 是 可 道 的 ,因此 细胞 内 RNA, 的 浓度 决定 了 ColE1 质粒 的 
复制 起 始 频率 。 另 一 个 负 调 控 因 子 Rop 蛋白 能 提高 RNA 与 引物 前 体 的 相互 作 
用 ,从 而 加 强 了 RNA, 的 负 调 控 作 用 。 

3. 真 核 细 胞 DNA 的 复制 调控 

真 核 细 胞 的 生活 周期 可 分 为 4 个 时 期 :G1.S.G2 和 M 期 。G1 是 复制 预备 
期 ,S 为 复制 期 ,G2 为 有 丝 分 裂 准 备 期 ,M 为 有 丝 分 裂 期 。DNA 复制 只 发 生 在 S 
期 。 真 核 细 胞 中 DNA 复制 有 3 个 水 平 的 调控 : 

(1) 细胞 生活 周期 水 平 调控 ”也 称 为 限制 点 调控 , 即 决定 细胞 停留 在 G1 期 
还 是 进入 S 期 ,许多 外 部 因素 和 细胞 因子 参与 限制 点 调控 , 促 细胞 分 裂 剂 .致癌 
剂 外科 切除 等 都 可 诱发 细胞 由 G1 期 进入 S 期 ,一 些 细胞 质 因子 如 四 磷酸 二 腺 
芽 和 聚 ADP- 核 糖 也 可 诱导 DNA 的 复制 。 

(2) 染色 体 水 平 调控 ”决定 不 同 染色 体 或 同一 染色 体 不 同 部 位 的 复制 子 按 
一 定 顺序 在 S 期 起 始 复制 ,这 种 有 序 复制 的 机 制 还 不 清楚 。 

(3) 复制 子 水 平 调控 ”决定 复制 的 起 始 与 否 。 这 种 调控 从 单 细 胞 生物 到 高 
等 生物 是 高 度 保守 的 。 此 外 , 真 核 生 物 复制 起 始 还 包括 转录 活化 、 复 制 起 始 复合 
物 的 合成 和 引物 合成 等 阶段 ,许多 参与 复制 起 始 蛋白 的 功能 与 原核 生物 中 相 类 
似 。 酵母 染色 体 复制 只 发 生 于 S 期 ,各 个 复制 子 按 专 一 的 时 间 顺 序 活化 ,在 S 期 
的 不 同 阶段 起 始 复制 ,研究 由 3 个 复制 起 点 (ARS1 ARS2 和 10Z) 构 建 的 质粒 发 
现 ,酵母 复制 起 始 受 时 序 调控 ,也 受 a 因子 和 cdc 基因 调控 。 已 克隆 的 ARS 片 
段 中 都 有 14 bp 的 核心 序列 ,其 中 序列 为 A( 或 T)TT-TATPuTTA( 或 T) 的 11 
个 核 苷 酸 是 高 度 保 守 的 ,这 个 区 域 的 点 突变 使 ARS 失去 复制 起 始 功 能 。 
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由 于 染色 体 DNA 在 生命 过 程 中 占有 至 高 无 上 的 地 位 ,DNA 复制 的 准确 性 
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切除 修复 ( 碱 基 、 核 苷 酸 ) 
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DNA 直接 修复 
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表 2-13 大 肠 杆菌 中 DNA 的 修复 系统 


+ 


恢复 错 配 

切除 突变 的 碱 基 和 核 苷 酸 片段 
复制 后 的 修复 ,重新 启动 停滞 的 复制 又 
修复 喀 啶 二 体 或 甲 基 化 DNA 

DNA 的 修复 ,导致 变异 


以 及 DNA 日 常 保养 中 的 损伤 修复 就 有 着 特别 重要 的 意义 。 表 2-13 是 存在 于 大 
肠 杆菌 中 的 DNA 修复 系统 。 


2.5.1 错 配 修复 
一 旦 在 DNA 复制 过 程 中 发 生 错 配 ， 细 胞 能 够 通过 准确 的 错 配 修复 (mis- 
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MutH 


MutH 切 开 未 经 修饰 的 DNA 链 


match repair) 系 统 识别 新 合成 链 中 的 错 
配 并 加 以 校正 ,DNA 子 链 中 的 错 配 几 
乎 完全 能 被 修正 ,充分 反映 了 母 链 序列 
的 重要 性 。 因此, 错 配 修复 系统 对 DNA 
复制 忠实 性 有 很 大 的 贡献 ,该 系统 识别 
母 链 的 依据 来 自 Dam 甲 基 化 酶 ， 它 能 
使 位 于 5'-GATC 序列 中 腺 苷 酸 的 Ns 
位 甲 基 化 。 一 旦 复制 叉 通 过 复制 起 始 
位 点 ， 母 链 就 会 在 开始 DNA 合成 前 的 
几 秒 钟 至 几 分 钟 内 被 甲 基 化 。 此 后 ,只 
要 两 条 DNA 链 上 碱 基 配对 出 现 错误 ， 
错 配 修复 系统 就 会 根据 “保存 母 链 , 修 
正 子 链 " 的 原则 , 找 出 错误 碱 基 所 在 的 
DNA 链 ， 并 在 对 应 于 母 链 甲 基 化 腺 苷 
酸 上 游 乌 苷 酸 的 S' 位 置 切 开 子 链 (图 
2-28)， 再 根据 错 配 碱 基 相 对 于 DNA 
切口 的 方位 启动 如 图 2-29 中 所 示 两 
条 修复 途径 之 一 ， 合 成 新 的 子 链 DNA 
片段 。 


有 图 2-28 ”根据 母 链 甲 基 化 原则 找 出 错 配 碱 
基 过 程 图 示 (a) 发 现 碱 基 错 配 ;(b) 在 水 解 
ATP 的 作用 下 ,MutS,MutL 与 碱 基 错 配 位 点 的 
DNA 双 链 结合 ;(c)Muts-MutL 在 DNA 双 链 上 
移动 ， 发 现 甲 基 化 DNA 后 由 MutH 切 开 非 甲 
基 化 的 子 链 。 
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有 图 2-29 碱 基 错 配 修复 过 程 示意 图 当 错 配 碱 基 位 于 切口 3' 下 游 端 时 ,在 MutL-MutS、 解 链 酶 了 DNA 外 
切 酶 WI 或 RecJ 核酸 酶 的 作用 下 ,从 错 配 碱 基 3' 下 游 端 开始 切除 单 链 DNA 直到 原 切 口 ,并 在 Pol 亚 和 SSB 的 
作用 下 合成 新 的 子 链 片 段 。 若 错 配 碱 基 位 于 切口 的 5' 上 游 端 , 则 在 DNA 外 切 酶 或 处 的 作用 下 ,从 错 配 碱 基 


5' 上 游 端 开始 切除 单 链 DNA 直到 原 切 口 ,再 合成 新 的 子 链 片段 。 


2.5.2 ”切除 修复 


切除 修复 (excision repair) ,主要 分 为 以 下 两 种 。 

1. 碱 基 切 除 修复 (base-excision repair) 

研究 发 现 ,所 有 细胞 中 都 带 有 不 同类 型 .能 识别 受 损 核酸 位 点 的 糖苷 水 
解 酶 , 它 能 特异 性 切除 受 损 核 苷 酸 上 的 NW-B- 糖 苷 键 ,在 DNA 链 上 形成 去 味 
叭 或 去 喀 啶 位 点 ,统称 为 AP 位 点 (图 2-30)。 一 类 DNA 糖苷 水 解 酶 一 般 只 
对 应 于 某 一 特定 类 型 的 损伤 ,如 尿 喀 啶 糖苷 水 解 酶 就 特异 性 识别 DNA 中 胞 
喀 喧 自发 脱 氨 形 成 的 尿 喀 啶 ， 而 不 会 水 解 RNA 分 子 中 尿 喀 啶 上 的 N-B- 糖 
苷 键 。DNA 分 子 中 一 旦 产生 了 AP 位 点 ,AP 核酸 内 切 酶 就 会 把 受 损 核 苷 酸 
的 糖苷 -磷酸 键 切 开 ， 并 移 去 包括 AP 位 点 核 苷 酸 在 内 的 小 片段 DNA ,由 
DNA 聚合 酶 工 合 成 新 的 片段 ,最 终 由 DNA 连接 酶 把 两 者 连 成 新 的 被 修复 的 
DNA 链 。 

2. 核 苷 酸 切除 修复 (nucleotide-excision repair) 

当 DNA 链 上 相应 位 置 的 核 苷 酸 发 生 损 伤 ,导致 双 链 之 间 无 法 形成 氢 键 , 则 
由 核 苷 酸 切 除 修 复 系 统 负责 修复 。 图 2-31 分 别 是 大 肠 杆 菌 ( 左 ) 和 人 类 细胞 
( 右 ) 中 的 修复 过 程 。 损 伤 发 生 后 ,首先 由 DNA 切割 酶 (excinuclease) 在 已 损伤 的 
核 苷 酸 5' 和 3' 位 分 别 切 开 磷酸 糖苷 键 ,产生 一 个 由 12~13 个 核 苷 酸 ( 原 核 生 
物 ) 或 27~29 个 核 苷 酸 ( 人 类 或 其 他 高 等 真 核 生 物 ) 组 成 的 小 片段 , 移 去 小 片段 
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有 图 2-30 ”DNA 分 子 中 常见 的 几 种 核 背 酸 非 酶 促 转变 反应 (a) 脱 氨基 反应 ; 
(b) 脱 嘎 叭 反应 (N-B- 糖 井 键 被 水 解 ) 。 


后 由 DNA 聚合 酶 [ (原核 ) 或 s( 真 核 ) 合 成 新 的 片段 ,并 由 DNA 连接 酶 完成 修 
复 中 的 最 后 一 道 工 序 。 


| 2.5.3 重组 修复 


重组 修复 (recombinant repair) 叉 被 称 为 “复制 后 修复 ", 它 发 生 在 复制 之 后 。 
机 体 细胞 对 在 复制 起 始 时 尚未 修复 的 DNA 损伤 部 位 可 以 先 复制 再 修复 ， 即 先 
跳 过 该 损伤 部 位 ， 在 新 合成 链 中 留 下 一 个 对 应 于 损伤 序列 的 缺口 。 该 缺口 由 
DNA 重组 来 修复 : 先 从 同 源 DNA 母 链 上 将 相应 核 苷 酸 序列 片段 移 至 子 链 缺 口 
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受 损 伤 的 核 背 酸 


人 i DNA 人 类 DNA 切割 酶 


(b) DNA 解 链 酶 |- 13 个 核 苷 酸 DNA 解 链 酶 29 个 核 苷 酸 
a i 


rt en 
(c) DNA 聚 合 酶 ] DNA 聚 合 酶 E 
(dj DNA 连 接 酶 DNA 连 接 酶 


有 图 2-31 大 肠 杆菌 ( 左 ) 和 人 类 细胞 ( 右 ) 中 的 核 背 酸 切 除 修复 过 程 示意 图 在 原核 生物 中 受 损伤 核 苷 酸 3' 端 
的 第 5 位 ,5' 端 的 第 8 位 磷酸 糖 昔 键 分 别 被 DNA 切割 酶 切 开 。 在 人 类 细胞 中 , 受 损 伤 核 昔 酸 3' 端 第 6 位 ,5' 端 的 
第 22 位 磷酸 糖苷 键 分 别 被 DNA 切割 酶 切 开 。 


处 ,然后 再 用 新 合成 的 序列 补 上 母 链 空缺 大肠 杆菌 的 rec 基因 编码 主要 的 重组 
修复 系统 , 它 的 一 个 主要 作用 是 重新 启动 停滞 的 复制 又。 


2.5.4 DNA 的 直接 修复 


生物 体内 还 存在 多 种 DNA 损伤 以 后 直接 修复 (direct repair) 而 并 不 需要 切 
除 碱 基 或 核 苷 酸 的 机 制 。 直 接 修复 是 把 损伤 的 碱 基 回 复 到 原来 状态 的 一 种 修 
复 。 最 普遍 的 例子 是 在 DNA 光 解 酶 (photolyase) 的 作用 下 把 在 光 下 或 经 紫外 线 
照射 形成 的 环 丁 烷 胸 腺 喀 啶 二 体 及 6-4 光 化 物 (6-4photoproduct) 还 原 成 为 单 体 
的 过 程 (图 2-32)。 生物 体内 还 广泛 存在 着 使 0- 甲 基 鸟 呆 叭 脱 甲 基 化 的 甲 基 转 
移 酶 (图 2-33), 以 防止 形成 G-T 配对 。 


2.5.5 SOS 反应 


SOS 反应 (SOS response) 是 细胞 DNA 受到 损伤 或 复制 系统 受到 抑制 的 紧 
急 情 况 下 ,细胞 为 求生 存 而 产生 的 一 种 应 急 措 施 。SOS 反应 包括 诱导 DNA 损伤 
修复 . 诱 变 效应 .细胞 分 裂 的 抑制 以 及 溶 原 性 细菌 释放 只 菌 体 等 ,细胞 癌变 也 与 
SOS 反应 有 关 。 
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1 图 2-33 ”Os- 甲 基 转移 酶 将 O5- 甲 基 化 乌 呆 叭 恢 复 成 乌 哇 叭 


SOS 反应 广泛 存在 于 原核 和 真 核 生 物 中 ,主要 包括 两 个 方面 :DDNA 的 修 
复 ; 句 产生 变异 。 前 者 利于 细胞 的 存活 ,具有 重要 意义 ,而 后 者 可 能 产生 不 利 的 
后 果 ,如 导致 细胞 的 癌变 。 
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DNA 的 转 座 ,或 称 移 位 (transposition) ,是 由 可 移 位 因子 (transposable ele- 
ment) 介 导 的 遗传 物质 重 排 现 象 。 与 DNA 的 同 源 重 组 相 比 , 转 座 现象 发 生 的 频 
率 虽 然 要 低 得 多 ,但 它 仍 然 有 着 十 分 重要 的 生物 学 意义 ,这 不 仅 因为 它 能 说 明 
在 细菌 中 发 现 的 许多 基因 缺失 或 倒转 现象 ， 而 且 它 常 被 用 于 构建 新 的 突变 体 。 
已 经 发 现 “ 转 座 " 这 一 命名 并 不 十 分 准确 ,因为 在 转 座 过 程 中 ,可 移 位 因子 的 一 


2.6 ”DNA 的 转 座 > 


个 拷贝 常常 留 在 原来 位 置 上 ,在 新 位 点 上 出 现 的 仅仅 是 它 的 拷贝 。 因 此 , 转 座 有 
别 于 同 源 重组 , 它 依赖 于 DNA 的 复制 。 


2.6.1 ” 转 座 子 的 分 类 和 结构 特征 


转 座 子 (transposon,Tn) 是 存在 于 染色 体 DNA 上 可 自主 复制 和 移 位 的 基本 
单位 。Tn 最 初 是 由 Barbara McClintock 于 20 世纪 40 年 代 在 玉米 的 遗传 学 研究 
中 发 现 的 。 几 十 年 的 研究 结果 表明 转 座 子 存在 于 所 有 的 生物 体内 ,人 类 基因 组 
中 有 约 35% 以 上 的 序列 为 转 座 子 序列 ,其 中 大 部 分 与 疾病 相关 。 

转 座 子 分 为 两 大 类 :插入 序列 (insertional sequence ,IS) 和 复合 型 转 座 子 。 

1. 插入 序列 (IS 因子 ) 

插入 序列 是 最 简单 的 转 座 子 , 它 不 含有 任何 宿主 基因 。 它 们 是 细菌 染色 体 
或 质粒 DNA 的 正常 组 成 部 分 。 一 个 细菌 细胞 常 带 有 少 于 10 个 IS 序列 。 转 座 子 
常常 被 定位 到 特定 的 基因 中 ,造成 该 基因 突变 。 科 学 上 用 标准 命名 法 对 这 些 突 
变 进行 编号 ,如 入 :IS1 表示 有 一 个 JS1 序列 插入 到 A 哈 菌 体 基 因 组 内 。IS 序列 
都 是 可 以 独立 存在 的 单元 , 带 有 介 导 自身 移动 的 蛋白 ,也 可 作为 其 他 转 座 子 的 
组 成 部 分 。 

表 2-14 列 出 了 部 分 常见 的 IS 序列 及 其 特征 ， 它 们 都 是 很 小 的 DNA 片 
段 ( 约 1 kb), 末 端 具 有 倒置 重复 序列 , 转 座 时 往往 复制 宿主 靶 位 点 一 小 段 
(4~15 bp)DNA ,形成 位 于 IS 序列 两 端的 正 向 重复 区 (图 2-34)。 除 IS1 以 外 ,所 
有 已 知 IS 序列 都 只 有 一 个 可 译 框架 ,翻译 起 始 位 点 紧 挨 着 第 一 个 倒置 重复 区 ， 
终止 点 位 于 第 二 个 倒置 重复 区 或 重复 区 附近 ,IS1 含有 两 个 分 开 的 读 码 框 ,只 有 
移 码 通读 才能 产生 功能 型 转 座 酶 。 一 般 情况 下 ,每 个 IS 转 座 频率 是 104103/ 世 
代 , 恢 复 频 率 则 低 得 多 , 约 为 10-0~104 世 代 。 

表 2-14 IS 序列 的 结构 特征 比较 


ISl 768 23 9 随机 

IS2 1 327 41 5 有 热点 

1S4 1 428 18 11 或 12 AAAN20TTT 
IS5 1 195 16 4 有 热点 
ISIOR 1 329 22 9 NGCTNAGCN 
IS50R 1 531 9 9 有 热点 

1S903 1 057 18 9 未 知 

2. 复合 型 转 座 子 


复合 型 转 座 子 (composite transposon) 是 一 类 带 有 某 些 抗 药性 基因 (或 其 他 
答 主 基因 ) 的 转 座 子 ,其 两 小 往往 是 两 个 相同 或 高 度 同 源 的 IS 序列 ,表明 IS 序 
列 插入 到 某 个 功能 基因 两 端 时 就 可 能 产生 复合 转 座 子 (图 2-35)。 一 旦 形成 复 
合 转 座 子 ,IS 序列 就 不 能 再 单独 移动 ,因为 它们 的 功能 被 修饰 了 ,只 能 作为 复合 
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靶 序 列 顺 式 重复 


有 图 2-34 ”DNA 转 座 的 一 般 模式 


倒车 重复 区 


有 1 图 2-35 ”复合 转 座 子 的 两 端 往往 各 有 一 个 |S 序列 ， 在 每 个 
IS 序列 两 侧 各 有 倒置 重复 序列 


体 移 动 。 大 部 分 情况 下 ,这 些 转 座 子 的 转 座 能 力 是 由 IS 序列 决定 和 调节 的 。 
除了 末端 带 有 IS 序列 的 复合 转 座 子 以 外 ,还 存在 一 些 没有 IS 序列 的 体积 
庞大 的 转 座 子 (5 000 bp 以 上 ) TnA 家 族 。 这 类 转 座 子 带 有 3 个 基因 ,其 中 
-个 编码 B- 内 酰胺 酶 (AmpR) , 另 两 个 则 是 转 座 作 用 所 必需 的 。 图 2-36 是 转 座 
了 TnA 结构 模式 。 所 有 TnA 类 转 座 子 两 翼 都 带 有 38 碱 基 的 倒置 重复 序列 。 


转 座 酶 解 离 酶 8- 内 酰胺 酶 


靶 位 点 复制 靶 位 点 复制 
左 倒转 重复 右 倒 转 重复 
(38bp) (38 bp) 


有 图 2-36 转 座 子 TnA 的 结构 示意 图 
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2.6.2 ” 真 核 生 物 中 的 转 座 子 


转 座 子 不 仅 存 在 于 原核 细胞 (如 大 肠 杆 菌 ) 和 低 等 真 核 细 胞 (如 酵母 ) 中 ,也 
同样 存在 于 高 等 真 核 生 物 中 。 如 玉米 和 果 蝇 中 就 发 现 了 多 个 在 基因 组 内 随机 
分 布 而 且 能 重复 移动 的 转 座 子 .大量 研究 证 实 , 几 乎 所 有 高 等 生物 基因 组 中 都 
存在 类 似 转 座 因 子 序列 ， 高 等 真 核 生物 基因 组 的 流动 性 可 能 比 原核 生物 还 要 
大 些 。 

1. 玉米 中 的 控制 因子 (controlling element) 

早 在 20 世纪 初 ， 遗 传 学 家 就 已 发 现 玉米 中 存在 决定 体 细胞 变异 的 控制 因 
子 (事实 上 就 是 转 座 子 )。 半 个 多 世纪 前 MeClintock 在 美国 康 奈 尔 大 学 和 冷泉 港 
实验 室 所 进行 的 开创 性 工作 ,打破 了 和 孟 德 尔 关 于 基因 固定 排列 于 染色 体 上 的 概 
念 ， 尽 管 在 当时 几乎 不 能 被 科学 界 所 接受 ,30 多 年 后 却 终 于 在 分 子 水 平 上 得 到 
证 实 , 并 使 她 获得 了 诺 贝 尔 生理 医学 奖 。 

可 以 把 玉米 细胞 内 的 控制 因子 归纳 为 两 大 类 : 一 类 是 自主 性 因子 (au- 
tonomous element) ; 另 一 类 是 非 自 主 性 因子 (nonautonomous element)。 前 者 具有 
自主 剪接 和 转 座 的 功能 ,后 者 单独 存在 时 是 稳定 的 ,不 能 转 座 , 当 基 因 组 中 存在 
与 非 自主 性 因子 同 家 族 的 自主 性 因子 时 , 它 才 具备 转 座 功能 ,成 为 与 自主 性 因 
子 相同 的 转 座 子 。 同一 家 族 的 自主 性 因子 能 为 非 自 主 性 因子 的 转 座 提供 反 式 作 
用 和 蛋白 ( 转 座 酶 ) ,而 不 同 家 族 间 无 此 反应 。 研究 发 现 , 玉 米 转 座 子 同样 具有 典型 
的 IS 特征 一 一 在 转 座 子 的 两 四 有 两 个 倒转 重复 序列 ,在 技 DNA 插入 位 点 有 两 
个 短 的 正 向 重复 序列 。 

下 面 主要 介绍 在 玉米 中 已 研究 得 较 清楚 的 两 个 控制 因子 : 

(1) Ac-Ds 系统 (activator-dissociation system) 即 激 活 - 解 离 系统 , 它 通过 非 
复制 型 机 制 进行 转 座 。 在 这 个 体系 中 ,自主 转 座 子 Ac 长 4 563 bp, 转 录 生 成 单 
一 RNA ,其 产物 为 转 座 酶 。 成 熟 mRNA 长 3 500 bp, 并 含有 一 个 长 807 个 密码 
于 的 可 译 框架 ,被 4 个 内 含 子 分 隔 成 5 个 外 显 子 。Ac 转 座 子 的 两 站 有 11 bp 的 
反 向 重复 序列 ,在 其 靶 DNA 位 点 复制 形成 8 bp 正 向 重复 ,Ac 能 够 自主 转 座 ,并 
形成 不 稳定 的 基因 突变 ,但 不 使 染色 体 断 裂 ; 它 能 使 Ds 因子 活化 、 转 座 , 并 通过 
Ds 控制 结构 基因 的 表达 。Ac 的 作用 还 表现 为 剂量 效应 ,Ac 的 增加 可 以 推迟 Ds 
因子 的 解 离 和 转 座 。 

Ds 元 件 属于 非 自 主因 子 , 又 称 解 离 因子 ,与 Ac 属于 同一 家 族 的 控制 因子 。 
已 知 所 有 Ds 都 是 Ac 转 座 子 的 缺失 突变 体 ,如 Ds9 只 缺失 了 194 bp, 而 Ds6 缺 
了 约 2.5 kb, 因 而 失去 转 座 栈 功能。 当 Ac 因子 存在 时 ,能 活化 Ds, 使 其 在 基因 组 
内 转 座 或 插 和 人 结构 基因 之 内 ,导致 基因 失 活 或 改变 结构 基因 的 表达 水 平 ,也 可 
使 染色 体 特 定 部 位 断裂 ,引起 缺失 或 重组 。 

非 自 主 性 转 座 子 虽然 缺失 内 源 序 列 ， 但 其 两 端 转 座 特征 序列 却 是 完整 的 ， 
只 要 细胞 内 有 相应 的 转 座 酶 活性 ， 它 就 能 恢复 转 座 功能 。 与 上 述 Ds 不 同 的 是 
Dsl 家 族 ,它们 只 与 Ac 两 翼 的 11 bp 倒转 重复 区 同 源 ,暗示 不 同 的 转 座 酶 只 识 
别 转 座 子 两 端的 倒转 重复 区 ,或 者 包括 一 小 部 分 内 源 序列 。 
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(2) Spm-dSpm 系统 (suppressor-promoter-mutator)” 即 抑制 -促进 - 增 变 系 
统 。Spm 是 自主 性 因子 ,又 称 增强 因子 。 Spm 和 En 只 有 不 到 10 个 碱 基 的 差异 ， 
两 端 各 有 一 个 13 碱 基 的 倒置 重复 序列 ,在 其 靶 DNA 位 点 复制 形成 3 碱 基 正 向 
重复 。Spm 和 En 的 转录 区 ( 即 tnp4 基因 ) 有 8 300 bp, 包 括 11 个 外 显 子 ,成 熟 
mRNA 为 2 500 个 碱 基 ,编码 了 含 621 个 氨基 酸 、 能 与 转 座 子 近 末端 区 12 bp 多 
拷贝 保守 序列 相 结合 的 蛋白 质 。 研 究 发 现 ,tnp4 基因 产物 的 主要 功能 是 切割 转 
座 子 序列 。 另 外 两 个 可 译 框 架 位 于 tnp4 基因 的 第 一 个 内 含 子 中 。 因 为 编码 这 两 
个 蛋白 的 6 000 碱 基 长 的 mRNA 产生 于 转录 产物 的 剪接 过 程 中 ,该 mRNA 在 细 
胞 中 的 含量 大 约 只 有 tnp4 基因 产物 的 1%。 由 tnpB 基因 编码 的 这 两 个 蛋白 可 
能 直接 与 转 座 子 两 端 13 碱 基 倒 转 重 复 区 相 结合 ， 引 起 DNA 切割 和 转移 。Spm 
具有 转 座 .整合 和 解 离 活 性 ,dSpm (defective Spm) 是 非 自主 元 件 , 所 有 dSpm 都 
是 功能 型 Spm 的 缺失 突变 体 (图 2-37)。 有 意思 的 是 ,如 果 缺 失 突变 发 生 在 与 内 
含 子 1 相对 应 的 区 域 , 破 坏 了 tnpB 基因 ,该 突变 体 的 转 座 功 能 并 不 完全 消失 ， 
仅 产 生 弱 Spm ,说 明 tnpB 基因 产物 的 功能 至 少 可 以 被 部 分 替代 。 Spm-dSpm 在 
功能 上 与 Ac-Ds 系统 相似 ,也 可 引入 基因 的 插入 突变 ,影响 结构 基因 表达 ,还 能 
导致 染色 体 断 裂 。 


CACTACAAGAAAA TTTTCTTGTAGTG 


Spm-w-8011 
dSpm-w-7997B 
dSpm-8004 


有 1 图 2-37 ” 转 座 子 Spm/En 和 dSpm 非 自主 转 座 子 的 结构 比较 


2. 果 蝇 中 的 转 座 子 

果 蝇 中 的 Copia 转 座 子 具有 数 百 碱 基 的 末端 正 向 重复 和 类 似 于 酵母 Ty 转 
座 子 及 RNA 肿瘤 前 病毒 的 结构 (图 2-38)。Copia 类 的 主要 特征 是 它们 能 以 高 
速度 转录 并 产生 有 多 聚 腺 苷 化 末端 的 全 长 RNA ,序列 分 析 表 明 , 它 只 具有 一 个 
长 的 可 译 框架 ,其 基因 产物 与 RNA 肿瘤 病毒 反 转 录 酶 有 较 高 的 同 源 性 。 

最 有 意思 的 果 蝇 转 座 子 可 能 要 算 诱 发 杂种 不 育 (hybrid dysgenesis) 的 了 转 
座 子 (P element) 了 。 实 验证 明 , 果 蝇 中 几乎 所 有 的 杂种 不 育 都 是 由 于 了 转 座 子 
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(LTR) (gag) on (LTR) 
了 A) Te ___, 


(酵母 ) 


转 库 子 LTR LTR 
( 果 蝇 ) gag int Fi R 


有 图 2-38 ” 真 核 生物 细胞 内 存在 不 少 结构 上 类 似 于 反 转 录 病 毒 的 反 转 录 转 座 
子 这 类 转 座 子 都 编码 一 个 与 反 转 录 病 毒 中 的 反 转 录 酶 高 度 同 源 的 转 座 酶 ， 
左右 两 边 都 是 与 病毒 边界 序列 LTR 同 源 的 重复 序列 。 


插入 基因 组 W 位 点 而 引起 的 。 所 有 了 转 座 子 内 含 子 1,2 和 3 

两 沟 都 有 31 碱 基 倒 置 重 复 序列 ,P 转 座 子 转 时 7 
座 导 致 技 DNA 复制 产生 8 碱 基 正 向 重复 序列 。 
图 2-39 是 常见 功能 型 P 转 座 子 示意 图 ,其 原初 转录 
转录 产物 为 约 2.5 或 3.0 kb ,包括 外 显 子 0.1.2、 小 

3 及 3 个 内 含 子 。 体 细胞 中 ,只 有 前 两 个 内 含 子 

能 被 顺利 切除 ， 产 生 包 括 外 显 子 0~2 的 功能 型 Pr 
mRNA， 并 被 翻译 成 一 个 相对 分 子 质 量 6.6x10 


的 转 座 阻 过 物 。 在 卵细胞 中 ， 内 含 子 3 能 被 切 
除 ， 所 产生 的 成 熟 mRNA 包括 全 部 4 个 外 显 子 


并 被 翻译 成 8.7x10: 转 座 酶 ,导致 P 转 座 子 转 座 mm 
+ 组 用 EREEEEEEE 


P 转 座 子 


外 显 子 0,1,2 和 3 


和 配子 体 败 育 。 
有 两 个 方面 的 证 据 表明 第 三 个 内 含 子 的 切 
除 是 发 生 转 座 所 必需 的 。 第 一 ,如 果 突 变 内 含 子 
3 的 末端 序列 ， 该 已 转 座 子 就 南 失 转 座 活性 ;第 
二 ， 如 果 从 核 基因 中 切除 与 内 含 子 3 相对 应 的 和 吉本 由 E77 777 TIT 
DNA 序列 ,以 保证 外 显 子 3 成 为 功能 mRNA 的 > 
有 效 组 分 ， 该 P 转 座 子 就 能 同时 在 体 细 胞 和 卵 
细胞 内 实施 转 座 。 那 么 ,为 什么 内 含 子 3 能 在 卵 
细胞 内 被 切除 却 在 体 细 胞 内 被 保留 呢 ? 原来 体 转 座 酶 
细胞 中 存在 一 个 与 外 显 子 3 特异 性 结合 的 蛋 是 图 2-39 ” 果 蝇 转 座 子 对 杂种 后 代 不 育 性 的 影响 分 析 
白 ,这 种 蛋白 与 RNA 的 结合 妨碍 了 内 含 子 3 的 
剪接 。 
P 因子 的 转 座 属于 非 复 制 型 ,能 引起 原 P 位 点 断裂 。 可 以 把 果 蝇 分 为 P( 父 
本 贡献 型 ) 和 M( 母 本 贡献 型 ) 两 大 类 ,只 有 雄性 P 型 果 蝇 和 雌性 M 型 果 蜗 杂交 
的 后 代 才 表现 为 杂种 不 育 ( 图 2-40 )。 科 学 家 发 现 , 果 蝇 的 细胞 质 因 子 (cytotype) 
决定 了 杂种 后 代 的 育 性 。 在 雄性 P 果 蝇 x 雌 性 P 果 蝇 .雄性 P 果 蝇 x 雌 性 M 果 蝇 
和 雄性 M 果 蝇 x 雌 性 P 果 蝇 3 组 杂种 后 代 中 ， 只 有 第 二 种 杂交 导致 后 代 不 育 ， 
因为 肉 性 M 果 蝇 细胞 内 缺失 一 个 6.6x10# 的 转 座 阻 遇 物 , 引 起 雄性 来 源 染 色 体 
上 P 转 座 子 自由 转移 ,并 造成 卵细胞 败 育 。 在 其 余 两 组 杂交 中 ,由 母 本 提供 的 正 
党 细 胞 质 因子 都 能 抑制 P 转 座 子 的 转 座 , 保 证 后 代 可 育 。 


阻 过 转 座 
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本 本 2 染色 体 与 DNA 
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细胞 质 类 型 ， 
本 


无 转 座 ,后 代 可 育 


峻 性 染色 体 细胞 质 类 型 “| 转 座 杂种 后 
无 已 转 座 子 无 图 通 物 。 | 主 杂 种 后 代 败 育 


> | 无 转 座 , 后 代 可 育 


bp.0O X10 


有 图 2-40 户 转 座 子 与 杂种 不 育 


2.6.3 _ 转 座 作 用 的 机 制 


转 座 时 发 生 的 插入 作用 有 一 个 普遍 的 特征 , 那 就 是 受 体 分 子 中 有 一 段 很 短 
的 (3~12 bp) 被 称 为 靶 序 列 的 DNA 会 被 复制 ,使 插入 的 转 座 子 位 于 两 个 重复 
的 靶 序 列 之 间 。 不 同 转 座 于 的 靶 序 列 长 度 不 同 ,但 对 于 一 个 特定 的 转 座 子 来 说 ， 
它 所 复制 的 报 序列 长 度 都 是 一 样 的 ,如 IS1 两 距 总 有 9 bp 的 靶 序 列 , 而 Tn3 两 
端 总 有 5 bp 的 靶 序 列 (图 2-41)。 研究 发 现 , 靶 序列 的 复制 可 能 起 源 于 特定 内 切 
酶 所 造成 的 DNA 黏 性 未 端 。 

转 座 可 被 分 为 复制 型 和 非 复 制 型 两 大 类 。 顾名思义 ,在 复制 型 转 座 中 ， 
整个 转 座 子 被 复制 了 ， 所 移动 和 转 位 的 仅仅 是 原 转 座 子 的 拷贝 。 转 座 酶 
(transposase ) 和 解 离 酶 (resolvase ) 分 别 作 用 于 原始 转 座 子 和 复制 转 座 子 。 
TnA 类 转 座 主 要 是 这 种 形式 。 与 此 相对 应 ,在 非 复 制 型 转 座 中 ,原始 转 座 子 
作为 一 个 可 移动 的 实体 直接 被 移 位 ,IS 序列 .Mu 及 Tn5 等 都 以 这 种 方式 进 
行 转 座 。 
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形成 具有 单 链 黏 性 
末端 的 转 座 子 


有 图 2-41 技 位 点 直接 重复 序列 的 形成 


2.6.4” 转 座 作 用 的 遗传 学 效应 


转 座 子 引发 了 许多 遗传 变异 ， 如 基因 重 排 及 质粒 -染色 体 DNA 整合 等 ， 
DNA 转 座 的 遗传 学 效应 主要 有 以 下 几 方 面 : 

1. 转 座 引起 插入 突变 

各 种 IS ,Tn 转 座 子 都 可 以 引起 插入 突变 。 如 果 插 入 位 于 某 操纵 子 的 前 半 部 
分 ,就 可 能 造成 极 性 突变 ,导致 该 操纵 子 后 半 部 分 结构 基因 表达 失 活 。 

2. 转 座 产 生 新 的 基因 

如 果 转 座 子 上 带 有 抗 药性 基因 , 它 一 方面 造成 靶 DNA 序列 上 的 插入 突变 ， 
同时 也 使 这 个 位 点 产生 抗 药性 。 

3. 转 座 产生 的 染色 体 畸 变 

当 复 制 性 转 座 发 生 在 宿主 DNA 原 有 位 点 附近 时 ， 往往 导致 转 座 子 两 
个 拷贝 之 间 的 同 源 重组 ,引起 DNA 缺失 或 倒 位 。 若 同 源 重组 发 生 在 两 个 正 
向 重复 转 座 区 之 间 ,就 导致 宿主 染色 体 DNA 缺失 ; 若 重 组 发 生 在 两 个 反 向 
重复 转 座 区 之 间 , 则 引起 染色 体 DNA 倒 位 (图 2-42)。 
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FE 
有 图 2-42 由 转 座 子 引起 的 染色 体 DNA 缺失 (a) 或 倒 位 (b) 


4. 转 座 引 起 的 生物 进化 

由 于 转 座 作 用 ,使 原来 在 染色 体 上 相距 甚 远 的 基因 组 合 到 一 起 ,构建 成 
-个 操纵 子 或 表达 单元 ， 可 能 产生 有 新 的 生物 学 功能 的 基因 和 新 的 蛋白 质 
站。 


是 ) 思考 题 


. 染色 体 具备 哪些 作为 遗传 物质 的 特征 ? 

. 什么 是 核 小 体 ? 简 述 其 形成 过 程 s 

. 简 述 真 核 生物 染色 体 的 组 成 及 组 装 过 程 。 

. 简 述 DNA 的 一 、 二 、 三 级 结构 特征 。 

. 原核 生物 DNA 具有 哪些 不 同 于 真 核 生物 DNA 的 特征 ? 
. 简 述 DNA 双 螺 旋 结 构 及 其 在 现代 分 子 生物 学 发 展 中 的 意义 。 
. DNA 复制 通常 采取 哪些 方式 ? 

. 简 述 原核 生物 DNA 的 复制 特点 。 

9. 真 核 生 物 DNA 的 复制 在 哪些 水 平 上 受到 调控 ? 

10. 细胞 通过 哪 几 种 修复 系统 对 DNA 损伤 进行 修复 ? 

11. 什么 是 转 座 子 ? 可 分 为 哪些 种 类 ? 

12 . 请 说 说 插入 序列 与 复合 型 转 座 子 之 间 的 异同 。 
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修饰 


生物 信息 的 传 囊 ( 上 ) 


=“ 一 一 从 DNA 到 RNA 


现代 分 子 生物 学 的 最 基本 原理 是 ;基因 作为 唯一 能 够 自主 复 
制 \ 永 久 存 在 的 单位 ,其 生物 功能 是 以 蛋白 质 的 形式 表达 出 来 
的 。 所 以 我 们 说 ,DNA 序列 是 遗传 信息 的 贮存 者 , 它 通过 自主 
复制 得 到 永存 ,并 通过 转录 生成 信使 RNA ,翻译 生成 蛋白 质 的 过 
程 来 控制 生命 现象 。 

基因 表达 包括 转录 (transcription) 和 翻译 (translation) 两 个 阶 
段 ,转录 是 指 拷贝 出 一 条 与 DNA 链 序列 完全 相同 (除了 T 一 U 之 
外 ) 的 RNA 单 链 的 过 程 ,是 基因 表达 的 核心 步骤 ;翻译 是 指 以 新 
生 的 mRNA 为 模板 ， 把 核 苷 酸 三 联 遗 传 密码 子 翻译 成 氨基 酸 序 
列 合成 多 肽 链 的 过 程 ,是 基因 表达 的 最 终 目 的 。 因 为 只 有 mRNA 
所 携带 的 遗传 信息 才 被 用 来 指导 和 蛋白质 生 物 合成 ,所 以 人 们 一 般 
用 UC、A.\G 这 4 种 核 苷 酸 而 不 是 T.C、A、G 的 组 合 来 表示 遗传 
性 状 。 

DNA 是 贮藏 遗传 信息 的 最 重要 的 生物 大 分 子 。DNA 分 子 
中 的 核 苷 酸 排 列 顺序 不 但 决定 了 胞 内 所 有 RNA 及 和 蛋白质 的 基 
本 结构 ,还 通过 蛋白质 ( 酶 ) 的 功能 间接 控制 了 细胞 内 全 部 有 效 
成 分 的 生产 .运转 和 功能 发 挥 。 我 们 把 与 nRNA 序列 相同 的 那 
条 DNA 链 称 为 编码 链 (coding strand) 或 称 有 意义 链 (sense 
strand) ， 并 把 另 一 条 根据 碱 基 互 补 原则 指导 mRNA 合成 的 
DNA 链 称 为 模板 链 (template strand) 或 称 反 义 链 (antisense 
strand ) 。 贮藏 在 任何 基因 中 的 生物 信息 都 必须 首先 被 转录 生成 
RNA( 图 3-1) ,才能 得 到 表达 。DNA 和 RNA 虽然 很 相似 ,只 有 TT 
或 U 及 核糖 的 第 二 位 碳 原子 上 有 所 不 同 ， 但 它们 的 生物 学 活性 
却 很 不 同 。 


3.1 RNA 转录 的 基本 过 程 ”是 是 

RNA 主要 以 单 链 形式 存在 于 生 DNA 
物体 内 ,其 高 级 结构 很 复杂 ,它们 既 “4 
担负 着 贮藏 及 转移 遗传 信息 的 功能 ， GiuiC 
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TIIIA 
又 能 作为 核 酶 直接 在 细胞 内 发 挥 代 GiniC | 
谢 功 能 。 ph 3 


除了 少数 RNA 病毒 ， 所 有 RNA TINA 


分 子 都 来 自 DNA。 储 存 于 DNA 双 链 中 全 ™ 
的 遗传 信息 通过 一 个 被 称 为 转录 的 酶 A | 
促 反 应 按照 碱 基 互补 配对 的 原则 被 转 TINA 

化 成 为 单 链 RNA 分 子 。 ToA 


生物 体内 共有 三 种 RNA， 即 编码 TinA 
特定 蛋白 质 序 列 的 messenger RNA 
(mRNA)， 能 特异 性 解读 mRNA 中 的 CnG 
遗传 信息 、 将 其 转化 成 相应 氨基 酸 后 。 2% 
加 入 多 肽 链 中 的 transfer RNA (tRNA) Tiiih 
和 直接 参与 核糖 体 中 蛋白 质 合成 的 。 CN 
ribosomal RNA(rRNA ) 。 3 人 5 
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模板 链 


和 图 3-1 DNA 模板 与 分 子 及 多 肽 链 
之 间 存 在 共 线 性 关系 


3.1 RNA 转录 的 基本 过 程 


无 论 是 原核 还 是 真 核 细胞 ,RNA 链 的 合成 都 具有 以 下 几 个 特点 :RNA 是 按 
5 一 3 "方向 合成 的 ,以 DNA 双 链 中 的 反 义 链 (模板 链 ) 为 模板 ,在 RNA 聚合 酶 催 
化 下 ,以 4 种 三 磷酸 核 苷 (NTPs ) 为 原料 ,根据 碱 基 配 对 原则 (A-U,T-A,G-C)， 
各 核 苷 酸 间 通过 形成 磷酸 二 酯 键 相连 ,不 需要 引物 的 参与 ,合成 的 RNA 带 有 与 
DNA 编码 链 ( 有 意义 链 ) 相 同 的 序列 (A-U)。 转 录 的 基本 过 程 包括 模板 识别 、 转 
录 起 始 、 通 过 启动 子 及 转录 的 延伸 和 终止 (图 3-2)。 


3.1.1 模板 识别 


模板 识别 (template recognition ) 阶 段 主 要 指 RNA 聚合 酶 与 启动 子 DNA 双 
链 相 互 作用 并 与 之 相 结 合 的 过 程 。 启 动 子 (promoter) 是 基因 转录 起 始 所 必需 的 
一 段 DNA 序列 ,是 基因 表达 调控 的 上 游 顺 式 作 用 元 件 之 一 。 

真 核 细 胞 中 模板 的 识别 与 原核 细胞 有 所 不 同 。 真 核 生 物 RNA 聚合 酶 不 
能 直接 识别 基因 的 启动 子 区 ,所 以 ,需要 一 些 被 称 为 转录 调控 因子 的 辅助 蛋 
白质 按 特定 顺序 结合 于 启动 子 上 ,RNA 聚合 酶 才能 与 之 结合 并 形成 复杂 的 
转录 起 始 前 复合 物 (preinitiation transcription complex ,PIC ) , 以 保证 有 效 的 起 
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号 本 3 生物 信息 的 传递 (上 ) 一 一 从 DNA 到 RNA 
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有 图 3-2 ”大肠 杆 菌 中 依赖 于 DNA 的 RNA 转录 过 程 图 示 (a) 在 转录 的 任意 
时 刻 , 转 录 泡 中 单 链 DNA 的 长 度 的 17 碱 基 左 右 , 被 聚合 形成 复合 物 所 保护 
的 DNA 序列 约 为 35 碱 基 左右 ;(b) 由 于 基因 转录 所 引起 的 DNA 超 螺 旋 结 
构 变 化 。 


始 转录 。 


3.1.2 ”转录 起 始 


转录 起 始 (initiation ) 不 需要 引物 。RNA 聚合 酶 结合 在 启动 子 上 以 后 ， 
使 启动 子 附近 的 DNA 双 链 解 旋 并 解 链 ,形成 转录 泡 以 促使 底 物 核糖 核 苷 酸 
与 模板 DNA 的 碱 基 配 对 。 转 录 起 始 就 是 RNA 链 上 第 一 个 核 苷 酸 键 的 
产生 。 

转录 起 始 后 直到 形成 9 个 核 苷 酸 短 链 的 过 程 是 通过 启动 子 阶段 ,此 时 RNA 
聚合 酶 一 直 处 于 启动 子 区 ， 新 生 的 RNA 链 与 DNA 模板 链 的 结合 不 够 牢固 ,很 
容易 从 DNA 链 上 掉 下 来 并 导致 转录 重新 开始 。 一 旦 RNA 聚合 酶 成 功 地 合成 9 
个 以 上 核 苷 酸 并 离开 启动 子 区 ,转录 就 进入 正常 的 延伸 阶段 . 所 以 ,通过 启动 子 
的 时 间 代 表 一 个 启动 子 的 强 弱 。 一 般 说 来 ,通过 启 动 子 的 时 间 越 短 ,该 基因 转录 


3.2_ 转录 机 器 的 主要 成 分 多 可 
起 始 的 频率 也 越 高 。 


3.1.3 ”转录 延伸 


RNA 聚合 酶 释放 c 因子 离开 启动 子 后 ,核心 酶 沿 模 板 DNA 链 移 动 并 使 新 
生 RNA 链 不 断 伸 长 的 过 程 就 是 转录 的 延伸 (elongation)。 大肠 杆菌 RNA 聚合 酶 
的 活性 一 般 为 每 秒 50~90 个 核 背 酸 。 随 着 RNA 聚合 酶 的 移动 ,DNA 双 螺 旋 持 
续 解 开 ,暴露 出 新 的 单 链 DNA 模板 ,新生 RNA 链 的 3' 端 不 断 延 伸 ,在 解 链 区 形 
成 RNA-DNA 杂 合 物 。 而 在 解 链 区 的 后 面 ,DNA 模板 链 与 其 原先 配对 的 非 模板 
链 重 新 结合 成 为 双 螺 旋 。 


3.1.4 ”转录 终止 


当 RNA 链 延 伸 到 转录 终止 位 点 时 ,RNA 聚合 酶 不 再 形成 新 的 磷酸 二 酯 键 ， 
RNA-DNA 杂 合 物 分 离 ,转录 泡 瓦解 ,DNA 恢复 成 双 链 状态 ,而 RNA 聚合 酶 和 
RNA 链 都 被 从 模板 上 释放 出 来 ,这 就 是 转录 的 终止 (termination )。 

转录 和 翻译 的 速度 基本 相等 ,37% 时 ， 转 录 生 成 mRNA 的 速度 大 约 是 每 
分 钟 2 500 个 核 苷 酸 ， 即 每 秒 钟 合 成 14 个 密码 子 ， 而 蛋白 质 合 成 的 速度 大 
约 是 每 秒 钟 15 个 氨基 酸 。 正 常情 况 下 ,从 一 个 基因 开始 表达 到 细胞 中 出 现 
其 mRNA 的 间隔 约 为 2.5 min, 而 再 过 半分 钟 左 右 就 能 在 细胞 内 测 到 相应 的 
蛋白 质 。 


3.2 ”转录 机 器 的 主要 成 分 


3.2.1 RNA 诊 合 酶 


以 DNA 序列 为 模板 的 RNA 聚合 酶 主要 以 双 链 DNA 为 模板 (车 以 单 链 
DNA 做 模板 , 则 活性 大 大 降低 ), 以 4 种 核 车 三 磷酸 作为 活性 前 体 ,并 以 Mg2y 
Mn :为 辅助 因子 ,催化 RNA 链 的 起 始 、 延 伸 和 终止 , 它 不 需要 任何 引物 ,催化 
生成 的 产物 是 与 DNA 模板 链 相 互补 的 RNA。RNA 或 RNA-DNA 双 链 杂 合 
体 不 能 作为 模板 。 RNA 聚合 酶 是 转录 过 程 中 最 关键 的 酶 ,每 个 细胞 中 约 有 
7 000 个 RNA 育 合 酶 分 子 ,根据 细胞 的 生长 情况 ,任何 时 候 都 可 能 有 
2 000~5 000 个 酶 在 执行 转录 DNA 模板 的 功能 。 原 核 和 真 核 生物 的 RNA 
聚合 酶 虽然 都 能 催化 RNA 的 合成 ,但 在 其 分 子 组 成 .种 类 和 生物 化 学 特性 
上 各 有 特色 。 

1. 原核 生物 RNA 聚合 酶 

在 细菌 中 ,一 种 RNA 聚合 酶 几乎 负责 所 有 mRNA rRNA 和 tRNA 的 合成 。 
大 多 数 原核 生物 RNA 聚合 酶 的 组 成 是 相同 的 ， 大 肠 杆 菌 RNA 聚合 酶 首先 由 2 
个 a 亚 基 ,一 个 B 亚 基 , 一 个 B' 亚 基 和 一 个 w 亚 基 组 成 核心 酶 ,加 上 一 个 og 亚 
基 后 则 成 为 聚合 酶 全 酶 (holoenzyme) ,相对 分 子 质量 为 4.65x105( 图 3-3)。 转 录 
的 起 始 过 程 需 要 全 酶 ,由 c 因子 辨认 起 始点 ,延长 过 程 仅 需要 核心 酶 的 催化 。 研 


5 和 六) Ud DN NO 


个 


s|:¥ 性 和 1 I YW ] 汕 卫 潮 


二 本 3 生物 信息 的 传递 {上 ) 一 一 从 DNA 到 RNA 
一 一 一 上游 下 游 一 一 一 


转录 方向 


有 图 3-3 大 肠 杆菌 RNA 聚合 酶 的 主要 成 分 与 功能 分 析 


究 发 现 ， 由 B 和 B' 亚 基 组 成 了 聚合 酶 的 催化 中 心 ， 它 们 在 序列 上 与 真 核 生物 
RNA 聚合 酶 的 两 个 大 亚 基 有 同 源 性 。B 亚 基 能 与 模板 DNA .新 生 RNA 链 及 核 
苷 酸 底 物 相 结合 ( 表 3-1)。 


表 3-1 大 肠 杆菌 RNA 聚合 酶 的 组 成 分 析 


相对 分 子 质 量 亚 基 数 ”组 分 


a roA 3.65 x 10* 2 核心 酶 ”核心 酶 组 装 ,启动 子 识 别 。 
B rpoB LO 1 核心 酶 ”B 和 B' 共 同形 成 RNA 合成 的 活性 中 心 
B’ roC .35 m10 1 核心 酶 
i 11 x 10° 1 核心 酶 ”未 知 
1 


o moD 7.0 x10° 0 因子 ”存在 多 种 o 因子 ,用 于 识别 不 同 的 启动 子 


Qa 亚 基 可 能 与 核心 酶 的 组 装 及 启动 子 识别 有 关 ， 并 参与 RNA 聚合 酶 和 部 
分 调节 因子 的 相互 作用 。 实 验证 明 ,T4 噬菌体 感染 大 肠 杆 菌 后 对 a 亚 基 的 一 
个 精 氨 酸 残 基 进 行 ADP 糖 基 化 修饰 ， 造 成 RNA 聚合 酶 全 酶 对 启动 子 亲 和 力 
降低 。 

0 因子 的 作用 是 负责 模板 链 的 选择 和 转录 的 起 始 ， 它 是 酶 的 别 构 效 应 物 ， 
使 酶 专 一 性 识别 模板 上 的 启动 子 。o 因子 可 以 极 大 地 提高 RNA 聚合 酶 对 启动 
子 区 DNA 序列 的 亲和力 , 酶 底 结合 常数 提高 10 倍 , 酶 底 复合 物 的 半衰期 可 达 
数 小 时 其 至 数 十 小 时 。o 因子 还 能 使 RNA 聚合 酶 与 模板 DNA 上 非特 异性 位 点 
的 结合 常数 降低 10* 倍 ,使 非特 异性 位 点 酶 底 复合 物 的 半衰期 小 于 1 s。 核心 酶 
在 T7 叭 菌 体 DNA 上 约 有 1 300 个 结合 位 点 ,平均 结合 常数 为 2x10"。 加 入 go 
因子 后 则 出 现 两 类 位 点 ,大 部 分 位 点 的 结合 常数 在 10”~10”, 但 有 8 个 位 点 的 结 
合 常数 在 102~104, 从 而 表明 o 因子 不 仅 增加 聚合 酶 对 启动 子 的 亲和力 ,还 降 
低 了 它 对 非 专 一 位 点 的 亲和力 。 

在 某 些 细菌 细胞 内 含有 能 识别 不 同 启动 子 的 o 因子 ,以 适应 不 同 生长 发 育 
阶段 的 要 求 ,调控 不 同 基因 转录 的 起 始 。 例如 ,枯草 杆菌 中 就 有 6 种 不 同 相 对 分 
于 质量 的 og 因子 ,其 中 as( 右 上 和 角 的 数字 代表 相对 分 子 质量 ,x103) 是 枯草 杆菌 
RNA 聚合 酶 中 o 因子 的 主要 存在 形式 ,出 现在 营养 细胞 中 ,而 oz 则 主要 出 现 
在 孢子 形成 阶段 ,参与 孢子 形成 期 基因 转录 的 调控 。 在 大 肠 杆菌 中 ,最 常见 的 调 
控 因 子 是 由 rpoD 基因 所 编码 的 cm ,由 rpoH 编码 的 o* 与 热 休克 启动 子 所 控制 
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的 基因 转录 密切 相关 ,而 由 mpoN 编码 的 o* 则 参与 细胞 的 氮 代 谢 ( 表 3-2)。 此 外 ， 


由 T4 噬菌体 所 编码 的 o” 能 与 大 肠 杆 菌 RNA 聚合 酶 的 核心 酶 结合 ,启动 T4 晚 
期 基因 的 转录 。 


表 3-2 大 肠 杆菌 中 的 o 因子 能 识别 并 与 
启动 子 区 的 特异 性 序列 相 结 合 


因子 基因 功能 -35 区 间隔 (bp) -10 区 
og” rpoD 广泛 TTGACA 16~18 TATAAT 
oY” rmpoH 热 休 克 TCTCNCCCTTGAA 13~15 CCCCATNTA 
og” rpoN 氨 代 谢 CTGGNA 6 TTGCA 


转录 的 起 始 从 化 学 过 程 来 看 是 单个 核 苷 酸 与 开 链 启 动 子 - 酶 复合 物 相 结合 
构成 新 生 RNA 的 $ 端 ,再 以 磷酸 二 酯 键 的 形式 与 第 二 个 核 苷 酸 相 结合 ,起 始 的 
终止 反映 在 o 因子 的 释放 。 过 去 认为 二 核 苷 酸 的 形成 就 是 转录 起 始 的 终止 , 实 
际 上 ， 只 有 当 新 生 RNA 链 达到 6~9 个 核 苷 酸 时 才能 形成 稳定 的 酶 -DNA-RNA 
三 元 复合 物 , 才 释放 o 因子 ,转录 进入 延伸 期 。 

与 大 肠 杆 菌 相 比 ,T3 和 T7 星 菌 体 的 RNA 聚合 酶 在 结构 上 要 简单 得 多 , 它 
们 由 一 条 多 肽 链 组 成 ,相对 分 子 质 量 小 于 1x10;。 在 37%C 下 ,它们 的 转录 速度 为 
每 秒 200 个 核 苷 酸 。 但 是 ,这 种 简单 的 聚合 酶 只 能 起 始 存在 于 噬菌体 中 的 几 个 
启动 子 的 转录 。 因 此 ,大 肠 杆 菌 RNA 聚合 酶 组 成 上 的 复杂 性 可 能 反映 了 它 必须 
与 大 量 蛋 白质 因子 相互 作用 这 个 事实 。 

当 RNA 聚合 酶 按 5' 一 3' 方 向 延伸 RNA 链 时 ， 解 旋 的 DNA 区 域 也 随 之 移 
动 。 聚合 酶 可 以 横 跨 约 40 bp ,而 解 旋 的 DNA 区 域 大 约 是 17 bp。 自 由 核 车 酸 能 
被 聚合 酶 加 到 新 生 的 RNA 链 上 ,并 形成 DNA-RNA 杂 合 体 。 随 着 聚合 酶 在 模板 
上 的 移动 ,靠近 3’ 端的 DNA 不 断 解 旋 ,同时 在 5' 端 重新 形成 DNA 双 链 ,将 RNA 
链 挤 出 DNA-RNA 杂 合 体 。 RNA 的 3' 端 大 约 有 20~30 个 核 苷 酸 与 DNA 或 聚合 
酶 相 结 合 。 

2. 真 核 生物 RNA 聚合 酶 

真 核 生 物 中 共有 3 类 RNA 聚合 酶 ， 其 结构 比 大 肠 杆 菌 RNA 聚合 酶 更 复 
杂 ,它们 在 细胞 核 中 的 位 置 不 同 ,负责 转录 的 基因 不 同 ,对 a- 鹅 膏 草 碱 的 敏感 
性 也 不 同 ( 去 3-3)。 


表 3-3 真 核 细胞 中 三 类 RNA 聚合 酶 特性 比较 


Ey 、 对 a 笋 育 草 碱 的 
细胞 内 定位 转录 产物 相对 活性 Pp 
RNA 聚合 酶 [ 核 仁 rRNA 50% ~70% 不 敏感 
RNA 聚合 醇 了 核 质 hnRNA 20% ~ 40% 敏感 
RNA 聚合 酶 下 核 质 tRNA 约 10% 存在 物种 特异 性 


RNA 聚合 酶 的 转录 产物 是 45S rRNA， 经 前 接 修饰 后 生成 除了 5S rRNA 
外 的 各 种 rRNA。rRNA 与 蛋白 质 组 成 的 核糖 体 是 蛋白 质 合 成 的 场所 。 
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是 二 3 生物 信息 的 传递 (上) 一 一 从 DNA 到 RNA 


RNA 聚合 酶 开 在 核 内 转录 生成 hnbRNA， 经 剪接 加 工 后 生成 的 mRNA 被 运 
送 到 胞 质 中 作为 蛋白 质 合成 的 模板 。 

RNA 聚合 酶 焉 的 转录 产物 是 RNA 、5S rRNA snRNA， 其 中 snRNA 参与 
RNA 的 剪接 。 

a- 鹅 谊 理 碱 是 一 种 来 自 真 菌 毒 碍 的 八 肽 二 环 的 剧 毒物 。 在 不 同 的 浓度 下 ， 
它 对 真 核 生物 的 3 种 RNA 聚合 酶 有 不 同 的 作用 。 在 动 .植物 及 昆虫 的 细胞 中 ， 
RNA 聚合 酶 开 的 活性 可 被 低 浓 度 的 a- 鹅 育 蔓 碱 所 抑制 ， 但 聚合 酶 I 却 不 受 抑 
制 。 聚 合 酶 于 对 a- 悉 育 副 碱 的 反应 在 不 同 的 生物 中 有 所 差异 ,在 动物 细胞 中 高 
浓度 的 a- 鹅 襄 草 可 抑制 转录 ,在 昆虫 中 则 没有 抑制 作用 。 

真 核 生物 RNA 聚合 酶 一 般 由 8~16 个 亚 基 所 组 成 ( 表 3-4) ,相对 分 子 质 量 
超过 5x10;。 其 中 ,RNA 聚合 酶 开 的 两 个 大 亚 基 ,RPB1 和 RPB2, 与 细菌 核心 酶 
的 两 个 大 亚 基 (B 和 B') 是 同 源 的 ;其 RPB3 和 RPB11 与 w 亚 基 、RPB6 与 w 亚 
基 是 同 源 的 。 虽 然 不 同 生物 3 类 聚合 酶 的 亚 基 种 类 和 大 小 各 异 ,它们 的 结构 都 
比 原核 生物 RNA 聚合 酶 复杂 ,但 有 相似 性 。 存 在 两 条 普遍 遵循 的 原则 :一 是 聚 
合 酶 中 有 两 个 相对 分 子 质量 超过 1x105 的 大 亚 基 ;二 是 同 种 生物 3 类 聚合 酶 有 
“共享 "小 亚 基 的 倾向 , 即 有 几 个 小 亚 基 , 如 RPB6、RPC5 和 RPC9, 是 其 中 3 类 或 
2 类 聚合 酶 所 共有 的 。 


表 3-4 真 核 生物 RNA 聚合 酶 的 亚 基 


RNA 聚合 酶 | RNA 聚合 酶 j RNA 聚合 酶 册 
RPA 1 RPB 1 RPC 1 
RPA 2 RPB 2 RPC 2 
RPC 5 RPB 3 RPC 5 
RPC 9 RPB 11 RPC 9 
RPB 6 RPB 6 RPB 6 
其 他 9 个 亚 基 其 他 7 个 亚 基 其 他 11 个 亚 基 


注 : 亚 基 按照 相对 分 子 质量 由 大 到 小 的 顺序 排列 。 


晶体 结构 研究 表明 ， 无 论 是 原核 生物 还 是 真 核 生物 ,RNA 聚合 酶 有 着 共同 
的 结构 形态 ,其 形状 大 体 像 一 只 蟹 爪 .2006 年 度 诺 贝尔 化 学 奖 得 主 罗 杰 . 科 恩 伯 
格 等 通过 对 酵母 的 RNA 聚合 酶 开 的 晶体 结构 的 研究 全 面 地 揭示 了 各 亚 基 间 的 
相互 关系 (图 3-4)。RNA 聚合 酶 分 成 四 个 主要 作用 模块 (module), 其 中 包括 
围绕 在 活性 中 心 (active center) 周 围 的 一 个 钳子 形 结构 (clamp)。 蟹 爪 的 两 个 钳 
子 主要 是 由 最 大 的 两 个 亚 基 (RPB1 和 RPB2) 构 成 。 酶 的 活性 位 点 是 由 这 两 个 亚 
基 的 一 些 区 域 共同 组 成 的 ,位 于 钳子 基部 的 一 个 被 称 为 “活性 中 心 裂 隙 ”的 区 域 
内 。 只 有 当 钳 子 形 结构 域 处 于 井 放 状态 时 , 才 允 许 启动 子 DNA 序列 进入 ,起 始 
基因 转录 。 钳 子 形 结构 域 延伸 出 来 的 三 个 平滑 结构 域 可 能 在 转录 过 程 中 起 到 促 
进 RNA 解 旋 以 及 帮助 DNA 重新 形成 螺旋 的 作用 。 

除了 细胞 核 中 的 RNA 聚合 酶 之 外 ， 真 核 生物 线粒体 和 叶绿体 中 还 存在 着 
不 同 的 RNA 聚合 酶 。 线 粒 体 RNA 聚合 酶 只 有 一 条 多 上 肽 链 , 相 对 分 子 质量 小 于 


3.2 转录 机 器 的 主要 成 分 > 


Rpb2 回旋 区 舵 区 平滑 结构 域 


$ 


人 2 7 

钳子 形 结构 域 NS 本 
RpbT 

(顶端 ) Rpbl 船坞 区 “连接 体 个 - 


~ CTD 


(a) 


有 图 3-4 模板 DNA 进入 转录 复合 体 的 路 径 (a) 俯 申 图 , 双 螺 旋 DNA 用 倾斜 的 圆 简 表示 ,TF 开 转录 因子 的 结合 


位 点 用 虚 图 表示 ;(b) 后 视图 ,DNA 从 钳子 形 结构 和 墙 体 或 平滑 结构 的 中 间 穿 越 。 


7x10+, 是 已 知 最 小 的 RNA 聚合 酶 之 一 ,与 T7 噬菌体 RNA 聚合 酶 有 同 源 性 。 叶 
绿 体 RNA 聚合 酶 比较 大 ,结构 上 与 细菌 中 的 聚合 酶 相似 ,由 多 个 亚 基 组 成 ,部 
分 亚 基 由 叶绿体 基因 组 编码 。 线 粒 体 和 叶绿体 RNA 聚合 酶 活性 不 受 a- 鹅 育 覃 
碱 所 抑制 。 


3.2.2 ”转录 复合 物 


如 前 所 述 ,转录 可 被 分 为 4 个 阶段 , 即 模板 的 识别 (启动 子 的 选择 ) 转录 起 
始 .RNA 链 的 延伸 和 终止 。 

模板 的 识别 阶段 包括 RNA 聚合 酶 全 酶 对 启动 子 的 识别 ， 聚 合 酶 与 启动 子 
可 逆 性 结合 形成 封闭 复合 物 (closed complex)。 此 时 ,DNA 链 仍 处 于 双 链 状态 。 
伴随 着 DNA 构象 上 的 重大 变化 ， 封 闭 复 合 物 转 变 成 开放 复合 物 (open com- 
plex ) ,聚合 酶 全 酶 所 结合 的 DNA 序列 中 有 一 小 段 双 链 被 解 开 ( 图 3-5)。 对 于 强 
启动 子 来 说 ,从 封闭 复合 物 到 开放 复合 物 的 转变 是 不 可 递 的 ,是 快 反应 ,开放 复 
合 物 与 最 初 的 两 个 NTP 相 结合 并 在 这 两 个 核 苷 酸 之 间 形 成 磷酸 二 酯 键 后 即 转 
变 成 包括 RNA 聚合 酶 DNA 和 新 生 RNA 的 三 元 复合 物 (ternary complex ) 。 现 在 
常用 DNA 转录 循环 (transcription cycle-transloction mechanism ) 理 论 ( 图 3-6) 来 
解释 RNA 链 的 延伸 。 首 先 ,三 磷酸 核 苷 酸 (NTP) 填 补 了 开放 的 底 物 位 点 并 在 活 
性 位 点 形成 磷脂 键 ; 此 时 ,处 于 RNA 聚合 酶 开 活 性 位 点 的 核酸 发 生 * 移 位 ”, 其 
中 连接 区 的 a 螺旋 结构 从 笔直 变 为 弯 折 再 恢复 为 笔直 状态 ， 为 下 一 轮 的 RNA 
合成 留 出 了 空 的 底 物 位 点 。 

除了 RNA 聚合 酶 之 外 , 真 核 生物 转录 起 始 过 程 中 至 少 还 需要 7 种 辅助 因子 参 
与 ( 表 3-5) ,这 些 和 蛋白 辅助 因子 统称 为 转录 因子 (transcription factor,TF)。 因 为 不 少 
辅助 因子 本 身 就 包含 多 个 亚 基 , 所 以 转录 起 始 复合 物 的 相对 分 子 质量 特别 大 。 

一 般 情 况 下 ,形成 的 三 元 复合 物 可 以 进入 两 条 不 同 的 反应 途径 ,一 是 合成 
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结合 平衡 常数 
Ks=10°~10" 


反应 速 是 
k=10 ~10 base/s 


反应 速率 
k=10 base/s 


(b) 


1 图 3-6 ”DNA 的 转录 循环 假说 (a) 转 录 循 环 示意 图 ;(b)RNA 聚合 酶 - 
DNA-RNA 的 转录 复合 物 模型 。 


3.3_ 启动 子 与 转录 起 始 > 
表 3-5 真 核 生物 RNA 聚合 酶 外 所 形成 的 转录 起 始 复合 物 


亚 基 的 相对 分 子 
质量 ( x10 ) 
RNA 聚合 酶 I 12 10 ~ 220 催化 RNA 的 生物 合成 
TBP 1 38 与 启动 子 上 的 TATA 区 相 结合 
TFI A 3 12 ,19 ,35 使 TBP 及 TFIB 与 启动 子 的 结合 比较 稳定 
TFIB 1 35 与 TBP 相 结 合 , 吸 引 RNA 聚合 酶 和 TFIF 
到 启动 区 上 
TFID 12 15 ~ 250 与 各 种 调控 因子 相互 作用 
TFIE 2 34,57 吸引 TFHH, 有 ATP 酶 及 解 链 酶 活性 
TF IF 2 30 ,74 结合 RNA 聚合 酶 江 并 在 TFIB 帮 助 下 阻止 
聚合 酶 与 非特 异性 DNA 序列 相 结合 
TFIH 12 35 ~89 在 启动 子 区 解 开 DNA 双 链 ,使 RNA 素 合 酶 


I 磷酸 化 ,接纳 核 苷 酸 切 除 修复 体系 


并 释放 2~9 个 核 苷 酸 的 短 RNA 转录 物 , 即 所 谓 的 流产 式 起 始 ;二 是 尽快 释放 o 
亚 基 ,转录 起 始 复 合 物 通过 上 游 启 动 子 区 并 生成 由 核心 酶 .DNA 和 新 生 RNA 所 
组 成 的 转录 延伸 复合 物 。 聚 合 酶 全 酶 的 作用 是 启动 子 的 选择 和 转录 的 起 始 ,而 
核心 酶 的 作用 是 链 的 延伸 。 

转录 的 真实 性 取决 于 有 特异 的 转录 起 始 位 点 ,转录 起 始 后 按照 碱 基 互补 原 
则 准确 地 转录 模板 DNA 序列 及 具有 特异 的 终止 部 位 。RNA 的 合成 是 在 模板 
DNA 的 启动 子 位 点 上 起 始 的 ,而 这 个 任务 是 靠 c 因子 来 完成 的 RNA 聚合 酶 的 
核心 酶 虽 可 合成 RNA ,但 不 能 找到 模板 DNA 上 的 起 始 位 点 ,所 以 核心 酶 的 产物 
是 不 均一 的 ,而 且 DNA 的 两 条 链 都 可 作为 核心 酶 的 模板 。 只 有 带 o 因子 的 全 酶 
才能 专 一 地 与 DNA 上 的 启动 子 结合 ,选择 其 中 一 条 链 作为 模板 ,合成 RNA 链 。 
o 因子 的 作用 在 于 帮助 转录 起 始 ,一 旦 转录 开始 , 它 就 脱离 了 起 始 复合 物 ,而 由 
核心 酶 负责 RNA 链 的 延伸 。 

转录 延伸 复合 物 是 转录 循环 中 一 个 十 分 重要 的 环节 。 与 转录 起 始 复合 物 相 
比 ,延伸 复合 物 极 为 稳定 ,可 以 长 时 间 地 与 DNA 模板 相 结合 而 不 解 离 。 只 有 在 
它 遇 到 转录 终止 信号 时 ,RNA 聚合 酶 才 停 止 加 入 新 的 核 苷 酸 ,RNA_-DNA 复合 
物 解 离 ,释放 转录 产物 并 导致 聚合 酶 本 身 从 模板 DNA 上 解 离 下 来 。 


3.3 ”局 动 子 与 转录 起 始 


大 肠 杆 菌 RNA 聚合 酶 与 启动 子 的 相互 作用 主要 包括 启动 子 区 的 识别 、 酶 
与 启动 子 的 结合 及 og 因子 的 结合 与 解 离 。 


3.3.1 ”局 动 子 区 的 基本 结构 
启动 子 是 一 段位 于 结构 基因 5' 端 上 游 区 的 DNA 序列 ， 能 活化 RNA 聚合 
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酶 ,使 之 与 模板 DNA 准确 地 结合 并 具有 转录 起 始 的 特异 性 。 因 为 基因 的 特异 性 
转录 取决 于 酶 与 启动 子 能 否 有 效 地 形成 二 元 复合 物 ， 所 以 ,RNA 聚合 酶 如 何 有 
效 地 找到 启动 子 并 与 之 相 结 合 是 转录 起 始 过 程 中 首先 要 解决 的 问题 有 实验 表 
明 ， 对 许多 启动 子 来 说 ,RNA 聚合 酶 与 之 相 结 合 的 速率 至 少 比 布朗 运动 中 的 随 
机 碰撞 高 100 倍 。 

现在 我 们 已 经 知道 ,转录 的 起 始 是 基因 表达 的 关键 阶段 ,而 这 一 阶段 的 重 
要 问题 是 RNA 聚合 酶 与 启动 子 的 相互 作用 。 启动 子 的 结构 影响 了 它 与 RNA 聚 
合 酶 的 亲和力 ,从 而 影响 了 基因 表达 的 水 平 。 

转录 单元 (transcription unit) 是 一 段 从 启 动 子 开始 至 终止 子 (terminator) 结 
束 的 DNA 序列 ,RNA 聚合 酶 从 转录 起 始 位 点 开始 沿 着 模板 前 进 ,直到 终止 子 为 
止 ,转录 出 一 条 RNA 链 (图 3-7)。 在 细菌 中 ,一 个 转录 单元 可 以 是 一 个 基因 ,也 
可 以 是 几 个 基因 。 转 录 起 始 位 点 是 指 与 新 生 RNA 链 第 一 个 核 苷 酸 相 对 应 DNA 
链 上 的 碱 基 ,研究 证 实 通常 为 一 个 味 叭 。 常 把 起 点 前 面 , 即 5' 端 的 序列 称 为 上 游 
序列 (upstream) ,而 把 其 后 面 即 3' 端 的 序列 称 为 下 游 序列 (downstream)。 在 描述 
碱 基 的 位 置 时 ,一 般 用 数字 表示 ,起 点 为 +1 ,下游 方向 依次 为 +2,+3,… ,上 游 方 
向 依次 为 -1,-2,-3…… 序 列 的 书写 方向 通常 是 固定 的 ,使 转录 从 左 ( 上 游 ) 向 右 
(下 游 ) 进 行 ,mRNA 同样 按照 5' 一 3' 方 向 书写 。 


转录 起 点 


启动 子 终止 子 
编码 链 


一 1 +1 模板 链 
县" 
ee 昌 - 有 图 3-7 RNA 的 转录 单元 示意 图 


启动 子 区 是 RNA 聚合 酶 的 结合 区 ,其 结构 
直接 关系 到 转录 的 效率 。 那 么 ,启动 子 区 有 什么 
结构 特点 呢 ? 

Pribnow 设计 了 一 个 实验 ， 他 把 RNA 聚合 
酶 全 酶 与 模板 DNA 结合 后 ， 用 DNase I 水 解 
DNA ,然后 用 酚 抽 提 ,沉淀 纯化 DNA 后 得 到 一 
个 被 RNA 聚合 酶 保护 的 DNA 片段 (图 3-8)， 
约 有 41~44 个 核 背 酸 对 , 他 先后 分 离 了 fd 叭 菌 
体 、T7 噬菌体 的 A, 及 As 启动 子 和 噬菌体 的 P， 
启动 子 及 大 肠 杆 菌 乳 糖 操纵 子 的 UV5 启动 子 
等 5 段 被 酶 保护 的 区 域 , 并 进行 了 序列 分 析 , 以 
后 又 有 人 做 了 50 多 个 启动 子 的 序列 分 析 后 发 
现 ， 在 被 保护 区 内 有 一 个 由 5 个 核 苷 酸 组 成 的 确定 被 保护 DNA 的 序列 
共同 序列 ,是 RNA 聚合 酶 的 紧密 结合 点 ,现在 有 图 3-8 转录 启动 子 区 DNA 序 
称 为 Pribnow 区 (Pribnow box) ,这 个 区 的 中 央 大 列 的 分 离 纯化 过 程 图 示 


DNA 


RNA 
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约 位 于 起 点 上 游 10 bp 处 ,所 以 又 称 为 -10 区 。 

提纯 被 保护 的 片段 后 却 发 现 ,RNA 聚合 酶 并 不 能 重新 结合 或 并 不 能 选择 正 
确 的 起 始点 ， 表 明 在 保护 区 外 可 能 还 存在 与 RNA 聚合 酶 对 启动 子 的 识别 有 关 
的 序列 。 果 然 , 科 学 家 不 久 就 从 噬菌体 的 左右 启动 子 Pi 及 Pa 和 SV40 启动 子 
的 -35 bp 附近 找到 了 另 一 段 共同 序列 .TTGACA。 经 过 数 年 的 努力 ,分析 了 46 
个 大 肠 杆菌 启动 子 的 序列 以 后 确证 绝 大 部 分 启动 子 都 存在 这 两 段 共 同 序 列 , 即 
位 于 -10 bp 处 的 TATA 区 和 -35 bp 处 的 TTGACA 区 (图 3-9)。 现 已 查 明 ,-10 
位 的 TATA 区 和 -35 位 的 TTGACA 区 是 RNA 聚合 酶 与 启动 子 的 结合 位 点 ,能 
与 a 因子 相互 识别 而 具有 很 高 的 亲和力 。 

-35 区 -10 区 
TasTaCaAaiCoAs…TeeAsTsAkAio… 


理论 上 一 致 性 序列 


AATA 四 EEC 
rrmnBP1 启动 区 序列 


有 图 3-9 大 肠 杆菌 RNA 聚合 醇 全 酶 所 识别 的 启动 子 区 


在 真 核 生 物 基因 中 ,Hogness 等 先 在 珠 和 蛋白 基因 中 发 现 了 类 似 Pribnow 区 的 
Hogness 区 (Hogness box) ,这 是 位 于 转录 起 始点 上 游 -30~-25 bp 处 的 共同 序列 
TATAAA ,也 称 为 TATA 区 (图 3-10)。 另 外 ,在 起 始 位 点 上 游 -78~=70 bp 处 还 有 
男 一 段 共同 序列 CCAAT， 这 是 与 原核 生物 中 -35 bp 区 相对 应 的 序列 ， 称 为 
CAAT 区 (CAAT box)。 


-30 +1 
多 种 不 同 的 TATA 区 第 一 位 转录 碱 基 


调控 元 件 
和 图 3-10 真 核 生 物 RNA 聚合 酶 儿 所 识别 的 启动 子 区 


3.3.2 ”局 动 子 区 的 识别 
一 般 认为 ,RNA 聚合 酶 并 不 直接 识别 碱 基 对 本 身 ， 而 是 通过 氢 键 互补 的 方 
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式 加 以 识别 。 在 启动 子 区 DNA 双 螺 旋 结 构 中 , 腺 野 叭 分 子 上 的 必 、 乌 叮 叭 分 子 
上 的 下 、 胞 喀 喧 分子 上 的 凡 都 是 氢 键 供 体 ,而 腺 味 叭 分 子 上 的 VY NV, 胸腺 喀 啶 
分 子 上 的 0:.0， 鸟 坚 叭 分 子 上 的 NOW 和 胞 喀 啶 分子 上 的 0 都 是 氢 键 受 
体 。 由 于 它们 分 别处 于 DNA 双 螺 旋 的 大 沟 或 小 沟 内 ,因此 都 具有 特定 的 方位 ， 
而 酶 分 子 中 也 有 处 于 特定 空间 构象 的 氢 键 受 体 与 供 体 , 当 它 们 与 启动 子 中 对 应 
的 分 子 在 一 定 距 离 内 互补 时 ,就 形成 氧 键 ,相互 结合 。 这 种 氢 键 互补 学 说 较为 圆 
满 地 解释 了 启动 子 功能 既 受 DNA 序列 影响 ,又 受 其 构象 影响 这 一 事实 。 当 保守 
区 某 些 碱 基 的 取代 不 影响 DNA 上 和 毛 键 的 方位 和 特性 时 ， 启 动 子 原 有 的 功能 保 
持 不 变 ; 当局 部 DNA 构象 或 电荷 密度 改变 影响 了 这 些 基 团 的 相对 方位 时 ,启动 
子 的 功能 就 会 受到 影响 。 


3.3.3 RNA 聚合 酶 与 启动 子 区 的 结合 


研究 表明 ,在 RNA 聚合 酶 与 启动 子 相互 作用 的 过 程 中 ,聚合 酶 首先 与 启 
动 子 区 闭合 双 链 DNA 相 结 合 ,形成 二 元 闭合 复合 物 ,然后 经 过 解 链 得 到 二 元 
开 链 复合 物 ( 图 3-11)。 解 链 区 一 般 在 -9~+13 ,而 酶 与 启动 子 结合 的 主要 区 域 
在 其 上 游 ,一 旦 开 链 区 解 链 , 酶 分 子 能 以 正确 的 取向 与 解 链 后 的 有 关 单 链 相 互 
作用 ,形成 开 链 复合 物 。 因 此 ,RNA 聚合 酶 既是 双 链 DNA 结合 蛋白 ,又 是 单 链 
DNA 结合 蛋白 。DNA 开 链 是 按照 DNA 模板 序列 正确 引入 核 苷 酸 底 物 的 必要 
条 件 。 


3.3.4 -10 区 与 -35 区 的 最 佳 间距 


在 原核 生物 中 ,-35 区 与 -10 区 之 间 的 距离 大 约 是 16~19 bp, 小 于 15 bp 或 
大 于 20 bp 都 会 降低 启动 子 的 活性 。 保 持 启动 子 这 两 段 序列 以 及 它们 之 间 的 距 
离 是 十 分 重要 的 ,否则 就 会 改变 它 所 控制 基因 的 表达 水 平 。 这 可 以 被 解释 为 一 
旦 -35 区 相对 于 -10 区 旋转 所 产生 的 超 螺 旋 发 生 改 变 ( 增 减 1 bp 就 会 使 两 者 之 
间 的 夹 角 发 生 36* 的 变化 ) , 若 要 使 酶 与 DNA 在 这 个 区 域内 保持 正确 的 取向 ,就 
必须 使 二 者 之 一 发 生 扭 曲 , 需 要 增加 结合 自由 能 。 

在 细菌 中 常见 两 种 启动 子 突变 ,一 种 叫 下 降 突变 (down mutation ) ,如 果 把 
Pribnow 区 从 TATAAT 变 成 AATAAT 就 会 大 大 降低 其 结构 基因 的 转录 水 平 ; 另 
一 类 突变 叫 上 升 突变 (up mutation ) , 即 增加 Pribnow 区 共同 序列 的 同一 性 。 例 
如 ,在 乳糖 操纵 子 的 启动 子 中 ,将 其 Pribnow 区 从 TATGTT 变 成 TATATT , 就 会 
提高 启动 子 的 效率 ,提高 乳糖 操纵 子 基因 的 转录 水 平 。 


3.3.5 ”增强 于 及 其 功能 


除了 局 动 子 以 外 ,近年 来 发 现 还 有 另 一 序列 与 转录 的 起 始 有 关 。 在 SV40 的 
转录 单元 上 发 现 它 的 转录 起 始 位 点 上 游 约 200 bp 处 有 两 段 72 bp 长 的 重复 序 
列 ,它们 不 是 启动 子 的 一 部 分 ,但 能 增强 或 促进 转录 的 起 始 ,除去 这 两 段 序列 会 
大 大 降低 这 些 基 因 的 转录 水 平 ， 若 保留 其 中 一 段 或 将 之 取出 播 至 DNA 分 子 的 
任何 部 位 ,就 能 保持 基因 的 正常 转录 。 因此 , 称 这 种 能 强化 转录 起 始 的 序列 为 增 
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有 图 3-11 由 RNA 聚合 酶 了 [指导 的 基因 转录 过 程 图 示 


强 子 或 强化 子 (enhancer)。 除 SV40 外 ,还 在 反 转 录 病 毒 基 因 免疫 球 蛋 白 基 
因 胰岛素 基因 、 胰 靡 蛋白 酶 基因 等 许多 基因 的 启动 区 中 陆续 发 现 了 增强 子 
的 存在 。 

有 人 曾 把 B- 珠 蛋白 基因 置 于 带 有 上 述 72 bp 序列 的 DNA 分 子 上 ， 发 现 它 
在 体内 的 转录 水 平 提高 了 200 倍 。 而 且 ,无 论 把 这 段 72 bp 序列 放 在 转录 起 点 
上 游 1 400 bp 处 还 是 下 游 3 300 bp 处 , 它 都 有 转录 增强 作用 。 增 强 子 很 可 能 通 
过 影响 染色 质 DNA- 和 蛋白 质 结 构 或 改变 超 螺旋 的 密度 而 改变 模板 的 整体 结构 ， 
从 而 使 得 RNA 聚合 酶 更 容易 与 模板 DNA 相 结合 ,起 始 基因 转录 。 

增强 子 具 有 下 列 特点 : 

db 远 距 离 效应 ”一 般 位 于 上 游 -200 bp 处 ， 但 可 增强 远 处 启动 子 的 转录 ， 


释放 RNA 球 合 酶 I， 
去 磷酸 化 
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即使 相距 >10 kb 也 能 发 挥 作用 。 

@ 无 方向 性 ”无 论 位 于 靶 基 因 的 上 游 、 下 游 或 内 部 都 可 发 挥 增强 转录 的 
作用 。 

@@) 顺 式 调节 ”只 调节 位 于 同一 染色 体 上 的 靶 基 因 ， 而 对 其 他 染色 体 上 的 
基因 没有 作用 。 

无 物种 和 基因 的 特异 性 ”可 以 连接 到 异 源 基因 上 发 挥 作用 。 

@@ 具有 组 织 特 异性 ”SV40 的 增强 子 在 3T3 细胞 中 比 多 瘤 病毒 的 增强 子 
要 弱 , 但 在 Hela 细胞 中 SV40 的 增强 子 比 多 瘤 病毒 的 要 强 $ 倍 。 增 强 子 的 效应 
需 特定 的 蛋白 质 因 子 参与 。 

@ 有 相位 性 ”其 作用 和 DNA 的 构象 有 关 。 

(29 有 的 增强 子 可 以 对 外 部 信号 产生 反应 ”如 热 休 克基 因 在 高 温 下 才 表 
达 ,金属 硫 蛋 白 基因 在 锅 和 和 锌 的 存在 下 才 表 达 , 某 些 增强 子 可 以 被 固 醇 类 激素 
所 激活 。 


3.3.6 ” 真 核 生物 局 动 子 对 转录 的 影响 


所 谓 启动 子 是 指 确保 转录 精确 而 有 效 地 起 始 的 DNA 序列 。1979 年 美国 科 
学 家 Goldberg 首先 注意 到 真 核 生物 中 由 RNA 聚合 酶 开 催 化 转录 的 DNA 序列 
5' 上 游 区 有 一 段 与 原核 生物 Pribnow 区 相似 、 富 含 TA 的 保守 序列 。 由 于 该 序列 
前 4 个 碱 基 为 TATA ,所 以 又 称 为 TATA 区 (TATA box)。 此 后 10 多 年 间 , 科 学 家 
通过 对 许多 基因 启动 子 区 的 分 析 ,发 现 绝 大 多 数 功能 蛋白 基因 的 启动 子 都 具有 
共同 的 结构 模式 。 简 单 地 说 , 真 核 基因 的 启动 子 在 -35~-25 区 含有 TATA 序列 ， 
在 -80~-70 区 含有 CCAAT 序列 (CAAT box) ,在 -110~-80 含有 GCCACACCC 或 
GGGCGGG 序列 (GC box)。 习 惯 上 ,将 TATA 区 上 游 的 保守 序列 称 为 上 游 启动 
子 元 件 (upstream promoter element,UPE ) 或 称 上 游 激 活 序列 (upstream activating 
sequence,UAS )。 

比较 原核 和 真 核 基因 转 录 起 始 位 点 上 游 区 的 结构 ,发 现 两 者 之 间 存 在 很 大 
的 差别 (图 3-12)。 原 核 基 因 启 动 区 范围 较 小 ， 一 般 情况 下 ,TATAAT(Pribnow 
区 ) 的 中 心 位 于 -10~-7, 上 游 -70~-30 区 为 正 调控 因子 结合 序列 ,-20~+1 区 为 
负 调 控 因 子 结合 序列 。 真 核 基因 的 调控 区 较 大 ,TATAA/TA 区 位 于 -30~-20， 
而 -110~-40 区 为 上 游 激活 区 。 除 Pribnow 区 之 外 ， 原 核 基因 启动 子 上 游 只 有 
TTCACA 区 (-40~-~30) 作 为 RNA 聚合 酶 的 主要 结合 位 点 ,参与 转录 调控 ;而 真 
核 基 因 除 了 含有 可 与 之 相对 应 的 CAAT 区 之 外 ， 大 多 数 基因 还 拥有 GC 区 和 增 
强 子 区 。 

TATA 区 和 上 游 启 动 子 元 件 (CAAT 区 或 GC 区 ) 的 作用 有 所 不 同 ,前 者 的 主 
要 作用 是 使 转录 精确 地 起 始 ,如 果 除 去 TATA 区 或 进行 碱 基 突 变 , 转 录 产 物 下 
降 的 相对 值 不 如 CAAT 区 或 GC 区 突变 后 明显 ,但 发 现 所 获得 的 RNA 产物 起 始 
点 不 固定 。 研 究 SV40 晚期 基因 启动 子 发 现 , 上 游 激 活 区 的 存在 与 否 , 对 该 启动 
子 的 生物 活性 有 着 根本 性 的 影响 。 若 将 该 基因 5' 上 游 -47~-21 核 苷 酸 序列 切 
除 ,基因 完全 不 表达 (图 3-13) 。 


3.3_ 启动 子 与 转录 起 始 >> 
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上 图 3-12 原核 和 真 核 生物 基因 转录 起 始 位 点 上 游 区 的 结构 比较 
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有 图 3-13 SV40 基因 启动 子 上 TATAAA 及 邻近 区 域 对 基因 转录 活性 的 影响 
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CAAT 区 和 GC 区 主要 控制 转录 起 始 频率 ,基本 不 参与 起 始 位 点 的 确定 。 
CAAT 区 对 转录 起 始 频 率 的 影响 最 大 ， 该 区 任意 碱 基 的 改变 都 将 极 大 地 影响 
轰 基 因 的 转录 强度 ， 而 启动 区 其 他 序列 中 一 两 个 碱 基 的 置换 则 没有 太 大 的 影 
响 。 此 外 ,在 TATA 区 和 相 邻 的 UPE 区 之 间 插 入 核 背 酸 也 会 使 转录 减弱 ,在 人 
类 B- 血 红 和 蛋白 基因 启动 区 的 两 个 UPE 序列 之 间 搬 人 15 个 核 苷 酸 ,该 启动 子 完 
全 失去 功能 。CAAT 和 GC 区 相对 于 TATA 区 的 取向 (5' 一 3' 或 3' 一 5 ) ,对 转录 
强度 的 影响 不 大 。 

尽管 这 3 种 保守 序列 都 有 着 重要 功能 ,但 并 不 是 每 个 基因 的 启动 子 区 都 包 
含 这 3 种 序列 。 有 些 基 因 ,如 SV40 的 早期 基因 ,缺少 TATA 和 CAAT 区 ,只 有 6 
个 串联 在 上 游 -110~-40 位 点 的 GC 区 ;有 些 基 因 ,如 组 蛋白 HB ,不 含 GC 区 ,但 
有 两 个 CAAT 区 ,一 个 TATA 区 。 研 究 发 现 , 真 核 细胞 中 存在 着 大 量 特异 性 或 组 
成 型 表达 的 能够 与 不 同 基因 启动 子 区 UPE 相 结 合 的 转录 调控 因子 ( 表 3-6)。 基 
因 转 录 实 际 上 是 RNA 聚合 酶 、 转 录 调 控 因子 和 启动 子 区 各 种 调控 元 件 相 互 作 
用 的 结果 。 


表 3-6 真 核 细胞 中 的 部 分 转录 调控 因子 分 析 


人 区 DNA 结合 区 序列 在 生物 体内 的 分 布 
的 特征 

组 成 型 转录 因子 

CTFVNF1 CAAT 区 5-GCCAATCT -3 广泛 

CP CAAT 区 5’-GCCAATCT -3 广泛 

C/EBP CAAT 区 5'-GCCAATCT -3’ 广泛 

Spl GC 区 5'-GGGCGG -3" 广泛 

Oct -1 八 碱 基 区 5'- ATGCAAAT -3 广泛 

Oct -2 八 碱 基 区 5 一 ATGCAAAT 一 3' B 淋巴 细胞 
应 答 蛋 白 

热 激 因 子 HSE 5 一 CNNGAANNTCCNNG -3 ”受热 激 以 后 
血清 反应 因子 SRE 5 一 CCATATTAGG -3 受 血 清 生长 因子 刺激 
细胞 特异 性 因子 

GATA -1 -一 5 一 GATA -3 成 红细胞 

Pit -1 一 5 一 ATATTCAT -3 腺 体 细胞 

MyoD!1 E 区 5 一 CANNG ~- 3’ 成 肌 细 胞 

NF - xB KB 位 点 5 一 GGGACTTTCC -3 淋巴 细胞 

3.3.7 ”转录 的 抑制 


RNA 转录 的 抑制 剂 根据 其 作用 的 性 质 主要 可 以 分 为 两 大 类 ， 第 一 类 是 
DNA 模板 功能 抑制 剂 ,通过 与 DNA 结合 而 改变 模板 的 功能 ;第 二 类 是 RNA 聚 
合 酶 的 抑制 物 ,它们 与 RNA 聚合 酶 结合 而 抑制 其 活力 。 表 3-7 列举 了 一 些 典 型 


3.4 原核 与 真 核 生物 mRNA 的 特征 比较 p> 
表 3-7 常见 的 转录 抑制 剂 
抑制 剂 芭 栈 抑制 作用 


利 福 霉 素 细菌 全 酶 和 B 亚 基 结合 ,抑制 起 始 
利 迪 链 震 素 细菌 核心 酶 和 B 亚 基 结 合 , 抑 制 起 始 
放射 线 素 D 真 核 RNA 聚合 酶 I 与 DNA 结合 ,阻止 延伸 
a - 牧 吝 草 碱 真 核 RNA 聚合 酶 与 RNA 聚合 酶 了 结合 


的 RNA 转录 的 抑制 剂 。 放 线 菌 素 D(actinomycin D) 是 DNA 模板 功能 的 抑制 物 ， 
可 与 DNA 形成 非 共 价 复合 物 ,抑制 其 作为 模板 的 功能 。!1 mmolL 的 放 线 菌 素 D 
就 可 有 效 地 抑制 转录 过 程 , 它 具有 抗菌 和 抗 癌 作 用 。 

利 福 霉 素 (rifamycin)、 利 迪 链 霉 素 (streptolydigin) 和 a- 忽 襄 晶 碱 都 是 RNA 
聚合 酶 的 抑制 物 。 其 中 , 利 福 霉 素 能 强烈 地 抑制 革 兰 阳性 菌 和 结合 杆菌 ,具有 广 
谱 抗菌 作用 ,能 特异 性 地 抑制 细菌 RNA 聚合 酶 的 活性 。 利 迪 链 移 素 与 细菌 RNA 
聚合 酶 的 B 亚 基 结合 ,抑制 转录 的 起 始 。 a- 笋 谊 曹 碱 主要 抑制 真 核 生物 的 RNA 
聚合 酶 。 

除了 上 述 抑制 剂 外 ,还 有 一 些 嘎 哈 和 喀 啶 类 似 物 ,如 5~ 气 尿 喀 啶 .6- 殖 基 
嗓 叭 . 硫 鸟 呆 哈 .8- 氮 鸟 嘎 叭 以 及 6- 氮 尿 喀 了 啶 等 ,可 以 作为 核 苷 酸 代谢 持 抗 物 
来 抑制 核酸 前 体 的 合成 。 


3.4 原核 与 真 核 生物 mRNA 的 特征 比较 


信使 核糖 核酸 通常 用 mRNA 表示 ,是 英文 messenger RNA 的 简称 ,在 大 
肠 杆菌 细胞 内 占 总 RNA 的 2% 左 右 (tRNA 占 16% ， 而 rRNA 则 占 80% 以 
上 )。 尽 管 科学 家 很 早 就 怀疑 生物 细胞 内 存在 能 将 遗传 信息 从 DNA 上 转移 到 
蛋白 质 分 子 上 的 信使 (或 称 模 板 ), 但 由 于 mRNA 在 细菌 细胞 内 的 半衰期 很 短 ， 
科学 家 直到 20 世纪 70 年 代 初 才 首次 将 这 一 重要 物质 从 细胞 中 分 离 出 来 。 现 已 
查 明 ,许多 基因 的 mRNA 在 体内 还 是 相当 稳定 的 ,半衰期 从 几 个 小 时 到 几 天 
不 等 。 目 前 ,人 们 已 能 从 几乎 所 有 生物 体内 分 离 纯 化 编码 任何 蛋白 质 的 
mRNA 。 

虽然 mRNA 在 所 有 细胞 内 执行 着 相同 的 功能 , 即 通过 密码 三 联 子 翻译 生成 
蛋白 质 ,其 生物 合成 的 具体 过 程 和 成 熟 mRNA 的 结构 在 原核 和 真 核 细胞 内 是 不 
同 的 。 

真 核 细胞 mRNA 的 最 大 特点 在 于 它 往往 以 一 个 较 大 相对 分 子 质量 的 前 体 
RNA 形式 出 现在 核 内 ,需要 经 过 转录 后 加 工 。 只 有 成 熟 的 、 相 对 分 子 质量 明显 变 
小 并 经 化 学 修饰 的 mRNA 才能 进入 细胞 质 , 参 与 蛋白 质 的 合成 。 所 以 , 真 核 细胞 
mRNA 的 合成 和 功能 表达 发 生 在 不 同 的 空间 和 时 间 范 畴 内 。 

原核 生物 中 ,mRNA 的 转录 和 翻译 不 仅 发 生 在 同一 个 细胞 空间 里 ， 而 且 
这 两 个 过 程 几乎 是 同步 进行 的 ， 蛋 白质 合成 往往 在 mRNA 刚 开 始 转录 时 就 
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被 引发 了 。 一 个 原核 细胞 的 mRNA (包括 病毒 ) 有 了 时 可 以 编码 几 个 多 肽 ,而 一 
个 真 核 细胞 的 mRNA 最 多 只 能 编码 一 个 多 肽 。 原 核 生 物 常 以 AUG (有 时 
GUG ,甚至 UUG ) 作 为 起 始 密码 子 ,而 真 核 生 物 几 乎 永远 以 AUG 作为 起 始 
密码 子 。 


3.4.1 原核 生物 mRNA 的 特征 


1. 原核 生物 mRNA 的 半衰期 短 

细菌 基因 的 转录 与 翻译 是 紧密 相连 的 ,基因 转录 一 旦 开始 ,核糖 体 就 结合 
到 新 生 mRNA 链 的 5' 端 ,启动 蛋白 质 合 成 ,而 此 时 该 mRNA 的 3' 端 还 远 远 没有 
转录 完全 。 在 电子 显微镜 下 ,我 们 可 以 看 到 一 连 串 核糖 体 紧 紧 跟 在 RNA 聚合 酶 
后 面 。 

绝 大 多 数 细菌 mRNA 的 半 误 期 短 得 令 人 上 吃惊 ,mRNA 的 降解 紧 随 着 蛋白 质 
翻译 过 程 发 生 。 现 在 一 般 认为 ,转录 开始 1 min 后 ,降解 就 开始 了 ,这 就 是 说 , 当 
一 个 mRNA 的 5' 端 开始 降解 时 ,其 3' 端 部 分 可 能 仍 在 合成 或 被 翻译 。mRNA 降 
解 的 速度 大 概 只 有 转录 或 翻译 速度 的 一 半 。 科学 家 发 现 每 过 大 约 2 min ,体系 中 
出 现 新 生 和 蛋白 质 的 速度 就 下 降 509%。 

因为 基因 转录 和 多 肽 链 延 伸 的 速度 基本 相同 ， 所 以 细胞 内 某 一 基因 产物 
(和 蛋白质) 的 多 少 决定 于 转录 和 翻译 的 起 始 效率 ,以 大 肠 杆菌 色 氨 酸 合成 酶 基因 
为 例 ,平均 每 分 钟 约 有 15 次 转录 起 始 ,这 些 mRNA 链 从 生成 到 降解 平均 被 翻译 
10 次 ,所 以 ,稳定 状态 下 细胞 中 每 分 钟 生成 150 个 多 肽 。 在 讨论 mRNA 半衰期 
的 时 候 我 们 不 应 忘记 ， 所 有 这 一 切 都 只 是 统计 学 上 的 平均 值 。 事 实 上 ， 新 生 
mRNA 与 成 熟 mRNA 受 核酸 酶 “攻击 "的 概率 是 相等 的 。 所 以 ,有 些 mRNA 链 
可 能 被 翻译 了 许多 次 ， 而 同一 群体 中 的 另外 一 些 mRNA 分 子 可 能 根本 没有 
被 翻译 。 虽 然 mRNA 的 寿命 具有 随机 性 ,但 某 一 mRNA 的 翻译 产量 却 是 大 致 稳 
定 的 。 

2. 许多 原核 生物 mRNA 可 能 以 多 顺 反 子 的 形式 存在 

细菌 mRNA 可 以 同时 编码 不 同 的 蛋白 质 ， 我 们 把 只 编码 一 个 蛋白 质 
的 mRNA 称 为 单 顺 反 子 mRNA (monocistronic mRNA)， 把 编码 多 个 蛋白 质 的 
mRNA 称 为 多 顺 反 子 mRNA(polycistronic mRNA ) 。 多 顺 反 子 mRNA 是 一 组 相 
邻 或 相互 重合 基因 的 转录 产物 ,这样 的 一 组 基因 可 被 称 为 一 个 操纵 子 (oper- 
on), 是 生物 体内 的 重要 遗传 单位 ,如 大 上 肠 杆菌 乳糖 操纵 子 转录 成 编码 3 条 
多 肽 的 多 顺 反 子 mRNA ,经 过 翻译 生成 B- 半 乳糖 苷 酶 .8- 半 乳糖 苷 透 过 酶 及 
B- 半 乳糖 苷 乙酰 基 转 移 酶 。 

几乎 所 有 mRNA 都 可 以 被 分 成 3 部 分 :编码 区 和 位 于 AUG 之 前 的 5' 端 
上 游 非 编码 区 以 及 位 于 终止 密码 子 之 后 不 翻译 的 3' 端 下 游 非 编码 区 。 编 
码 区 从 起 始 密码 子 AUG 开始 经 一 连 串 编码 氨基 酸 的 密码 子 直至 终止 密码 
子 。 对 于 第 一 个 顺 反 子 来 说 ,一 旦 mRNA 的 5' 端 被 合成 ,翻译 起 始 位 点 即 可 
与 核糖 体 相 结合 ， 而 后 面 几 个 顺 反 子 翻译 的 起 始 就 会 受 其 上 游 顺 反 子 结构 
的 调控 。 


3.4 原核 与 真 校生 物 mRNA 的 特征 比较 > 


一 种 情况 是 ,第 一 个 蛋白 质 合成 终止 以 后 ,核糖 体 分 解 成 大 、 小 亚 基 ,脱离 
mRNA 模板 ,第 二 个 蛋白 的 翻译 必须 等 到 新 的 小 亚 基 和 大 亚 基 与 该 蛋白 起 始 密 
码 子 相 结 合 后 才 可 能 开始 (图 3-14a)。 当 然 ,前 一 个 多 肽 翻译 完成 以 后 ,核糖 体 
大 .小 亚 基 分 离 ,小 亚 基 也 可 能 不 离开 mRNA 模板 ,而 是 迅速 与 游离 的 大 亚 基 结 
合 ,启动 第 二 个 多 肽 的 合成 (图 3-14b)。 在 噬菌体 RNA 中 ,一 个 顺 反 子 的 翻译 
有 时 完全 取决 于 它 前 面 顺 反 子 的 翻译 ， 因 为 噬菌体 RNA 往往 形成 复杂 的 二 级 
结构 ,只 有 第 一 个 翻译 起 始 位 点 是 暴露 的 ,在 这 个 顺 反 子 翻译 产生 多 肽 的 过 程 
中 ,核糖 体 的 运动 破坏 了 后 续 顺 反 子 的 二 级 结构 ,使 起 始 位 点 较 容 易 与 核糖 体 
相 结 合 形成 起 复合 物 (图 3-15 ) 。 


mRNA 


(b) 


有 图 3-14 原核 生物 多 顺 反 子 基因 中 后 续 编码 区 翻译 起 始 受 顺 反 子 之 间距 离 的 影响 
(a) 当 两 个 顺 反 子 之 间距 离 较 远 时 ,前 一 顺 反 子 翻译 的 终止 与 后 一 顺 反 子 翻译 的 起 始 是 
相互 独立 的 ;(b) 当 两 个 顺 反 子 之 间距 离 较 近 时 ,前 一 顺 反 子 翻译 的 终止 与 后 一 顺 反 
子 翻译 的 起 始 相 衔接 ,30S 小 亚 基 始终 与 mRNA 结合 ， 只 有 50S 大 亚 基 可 能 与 mRNA 
分 离 。 


3. 原核 生物 mRNA 的 5' 端 无 帽子 结构 ,3' 端 没有 或 只 有 较 短 的 poly A 
结构 

原核 生物 起 始 密码 子 AUG 上 游 7~12 个 核 苷 酸 处 有 一 被 称 为 SD 序列 
(Shine-Dalgarno sequence) 的 保守 区 ,因为 该 序列 与 16S rRNA 3' 端 反 向 互补 ,所 
以 被 认为 在 核糖 体 -mRNA 的 结合 过 程 中 起 作用 。 如果 把 16S rRNA 3 端的 6 个 
保守 核 苷 酸 反 过 来 写 , 则 为 3'-UCCUCC-5'。 所 有 已 知 大 肠 杆 菌 mRNA 的 翻译 
起 始 区 都 含有 4~5 个 (至 少 3 个) 对 应 于 SD 序列 的 核 苷 酸 。 表 3-8 是 噬菌体 
中 X174 基因 的 5' 非 编码 区 序列 ,黑体 显示 不 同 mRNA 与 16S rRNA 3' 端 六 核 车 
酸 保守 区 的 同一 性 。 
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随 着 另 一 个 顺 反 子 的 翻译 , mRNA 的 二 级 结构 被 破坏 


1 图 3-15 mRNA 的 次 级 结构 有 可 能 控制 翻译 的 起 始 


表 3-8 中 X174 mRNA 5' 端 与 16S rRNA 3' 端 序列 比较 


CCACUAAUAGGUAAGAAAUCAUGAGU 
CUGCGUUGAGGCUUGCGUUUAUGGUA 
CGUGCGGAAGGAGUGAUGUAAUGUCU 


UUCUGCUUAGGAGUUUAAUCAUGUUU 
CAAAUCUUGGAGGCUUUUUUAUGGUU 
B AAAGGUCUAGGAGCUAAAGAAUGGAA 

rRNA (3'—»5’) AUUCCUCCACUAG 


D 

E 

J 

F CCCUUACUUGAGGAUAAAUUAUGUCU 
G 

A 


3.4 原核 与 真 核 生物 mRNA 的 特征 比较 > 


细菌 16S rRNA 的 3' 端 既 非 常 保 Me, 
守 , 又 高 度 自我 互补 ,能 形成 “发 卡 ” 


式 结构 (图 3-16)。 与 mRNA 互补 的 Ge 

部 分 也 参与 这 个 “发 卡 "的 形成 。 表 面 人 

上 看 这 似乎 是 一 对 矛盾 ,一 个 序列 不 U-G 

可 能 在 形成 “发 卡 "的 同时 又 与 mRNA C:G 

相 结合 。 事 实 上 ,这 正好 说 明 序列 配 

对 是 动态 的 .可 变 的 ,翻译 起 始 复合 人 

物 的 生成 很 可 能 包含 了 rRNA 3' 端 的 

“发 卡 "结构 的 改变 ,启动 蛋白 质 翻 译 AU 
以 后 ,mRNA-rRNA 杂 合 体 被 打破 ,为 CCUUA 
核糖 体 在 mRNA 模板 上 的 移动 创造 了 四 图 3-16 大 肠 杆菌 16S rRNA3' 端 的 
条 件 。 发 卡 式 结构 


3.4.2” 真 核 生物 mRNA 的 特征 


凡是 编码 功能 蛋白 的 真 核 基 因 都 通过 RNA 聚合 酶 开 进 行 转 录 ， 真 核 基因 
几乎 都 是 单 顺 反 子 ,只 包含 一 个 蛋白 质 的 信息 ,其 长 度 在 几 百 到 几 千 个 核 苷 酸 
之 间 。 一 个 完整 的 基因 ,不 但 包括 编码 区 (coding region ) ,还 包括 5' 和 3' 端 长 度 
不 等 的 特异 性 序列 ,它们 虽然 不 编码 氨基 酸 , 却 在 基因 表达 的 过 程 中 起 着 重要 
作用 。 所 以 , "基因 ”的 分 子 生 物 学 定义 是 :产生 一 条 多 肽 链 或 功能 RNA 所 必需 
的 全 部 核 苷 酸 序列 ! 真 核 生 物 mRNA 结构 上 的 最 大 特征 是 5' 端 的 帽子 及 3’ 的 
poly A 结构 。 

1. 真 核 生 物 mRNA 的 5' 端 存在 “帽子 ”结构 

真 核 生物 的 mRNA( 不 包括 叶绿体 和 线粒体 )5’ 端 都 是 经 过 修饰 的 ,基因 和 转 
录 一 般 从 呆 哈 (主要 是 A, 也 可 能 是 C) 起 始 ,第 一 个 核 苷 酸 保留 了 5’ 端的 三 磷 
酸 基 团 并 能 通过 其 3'-OH 位 与 下 一 个 核 苷 酸 的 5’ 磷酸 基 团 形成 二 酯 键 , 转 
录 产 物 的 起 始 序列 为 pppApNpNp…… 然而 ， 如 果 在 体外 用 核酸 酶 处 理 成 熟 
mRNA ,其 $" 端 并 不 产生 预期 的 核 背 三 磷酸 ,而 产生 以 $'-5' 三 磷酸 基 团 相连 的 
二 核 苷 酸 ,5 终端 是 一 个 在 mRNA 转录 后 加 上 去 的 甲 基 化 鸟 嘎 叭 (图 3-17) 。 

mRNA5 " 端 加 “"G" 的 反应 是 由 腺 苷 酸 转移 酶 完成 的 ,这 个 反应 非常 迅速 ,很 
难 在 体外 或 体内 测 得 5' 自 由 三 磷酸 基 团 的 存在 。 据 测算 ,在 新 生 mRNA 链 达到 
50 个 核 苷 酸 之 前 ,甚至 可 能 在 RNA 聚合 酶 开 离开 转录 起 始 位 点 之 前 ,帽子 结构 
就 已 加 到 mRNA 的 第 一 个 核 苷 酸 上 了 。 这 就 是 说 ,mRNA 几乎 一 诞生 就 是 戴 上 
帽子 的 。 一 般 认为 ,帽子 结构 是 GTP 和 原 mRNA5' 三 磷酸 腺 苷 (或 鸟 苷 ) 缩 合 反 
应 的 产物 ,新 加 上 的 G 与 mRNA 链 上 所 有 其 他 核 苷 酸 方向 正好 相反 , 像 一 项 由 
子 倒 扣 在 mRNA 链 上 ,故而 得 名 。 

mRNA 的 帽子 结构 常常 被 甲 基 化 。 第 一 个 甲 基 出 现在 所 有 真 核 细 胞 的 
mRNA 中 ( 单 细 胞 真 核 生 物 mRNA 主要 是 这 个 结构 ) ,由 鸟 叮 叭 -7- 甲 基 转 移 酶 
(guanine-7-methy]-transferase ) 催 化 , 称 为 零 类 帽子 (cap0)。 幅 子 结构 的 下 一 步 是 
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有 图 3-17 真 核 生 物 mRNA 结构 


在 第 二 个 核 苷 酸 ( 原 mRNA 5' 第 一 位 ) 的 2'-OH 位 上 加 另 一 个 甲 基 ,这 步 反 应 
由 2 -O- 甲 基 转 移 酶 完成 。 一 般 把 有 这 两 个 甲 基 的 结构 称 为 1 类 帽子 (cap1) , 真 
核 生 物 中 以 这 类 帽子 结构 为 主 。 当 mRNA 原 第 二 位 核 苷 酸 是 腺 嘎 吟 时 ， 其 Ns 
位 有 时 也 被 甲 基 化 ,这 一 反应 只 能 在 2'-OH 被 甲 基 化 以 后 才能 发 生 。 在 某 些 生 
物 细胞 内 ,mRNA 链 上 的 第 三 个 核 苷 酸 的 2'-OH 位 也 可 能 被 甲 基 化 ， 因 为 这 个 
反应 只 以 戴 有 1 类 帽子 的 mRNA 为 底 物 ,所 以 被 称 为 2 类 帽子 (cap2)。 有 2 类 


帽子 的 mRNA 只 占有 帽 mRNA 总 量 的 109%~15% 以 下 。 


帽子 结构 可 能 使 mRNA 免 遭 核酸 酶 的 破坏 。 实 验 表明 ,去除 珠 蛋白 mRNA 
5 端的 7- 甲 基 鸟 味 叭 后 ， 该 mRNA 分 子 的 翻译 活性 和 稳定 性 都 明显 下 降 。 而 
且 , 有 帽子 结构 的 mRNA 更 容易 被 蛋白 质 合成 的 起 始 因子 所 识别 ,从 而 促进 蛋 
白质 的 合成 。 在 呼 肠 孤 病毒 中 , 含 甲 基 化 5' 端 mRNA 的 蛋白 质 合成 速度 比 不 含 
甲 基 的 mRNA 要 快 。 用 化 学 方法 除去 5' 端 的 甲 基 以 后 ,上 述 mRNA 作为 蛋白 质 
合成 模板 的 活性 消失 ,说 明 mRNA 5' 端 甲 基 化 的 帽子 是 翻译 所 必需 的 。 已 经 发 
现在 呼 肠 孤 病毒 中 无 mG 的 mRNA 不 能 与 核糖 体 40S 小 亚 基 结合 ， 证 明 甲 基 


化 的 帽子 结构 可 能 是 蛋白 质 合成 起 始 信 号 的 一 部 分 。 


3.4 ”原核 与 真 核 生物 mRNA 的 特征 比较 >> 


2. 绝 大 多 数 真 核 生 物 mRNA 具有 多 聚 A 尾巴 

除 组 蛋白 基因 外 ， 真 核 生 物 mRNA 的 3' 端 都 有 poly A 序列 ， 其 长 度 因 
mRNA 种 类 不 同 而 变化 ,一般 为 40~200 个 左右 。poly A 序列 是 在 转录 后 加 上 去 
的 ,可 能 在 细胞 核 中 的 不 均一 核 RNA 阶段 就 已 经 加 上 了 poly A。 目前 还 不 清楚 
RNA 聚合 酶 所 转录 基因 的 精确 终止 位 点 ,但 研究 发 现 , 几 乎 所 有 真 核 基 因 的 
3' 端 转录 终止 位 点 上 游 15~30 bp 处 的 保守 序列 AAUAAA 对 于 初级 转录 产物 的 
准确 切割 及 加 poly A 是 必需 的 (图 3-18)。 实 验证 明 ， 尽 管 poly A 位 点 及 
AATAAA 的 存在 对 于 基因 的 转录 和 成 熟 意义 重大 ,但 RNA 聚合 酶 开 却 不 在 
poly A 位 点 终止 ,而 往往 继续 转录 ,因此 ,大 部 分 已 知 基 因 的 初级 转录 产物 拥有 
poly A 位 点 下 游 0.5~2 kb 核 苷 酸 序列 。 
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有 图 3-18 真 核 生物 mRNA 的 加 poly A 反应 


加 poly A 时 需要 由 内 切 酶 切 开 mRNA 3' 端 的 特定 部 位 ， 然 后 由 poly A 合 
成 酶 催化 多 聚 腺 苷 酸 的 反应 。 如 果 将 上 述 保守 序列 切除 ,该 基因 组 合 的 转录 活 
性 就 会 消失 。 点 突变 实验 将 AAUAAA 变 为 AAGAAA ,虽然 维持 了 该 基因 的 转录 
活性 , 却 发 现 mRNA 的 剪接 加 工 受 阻 ,因而 没有 功能 性 mRNA 产生 。 

poly A 是 mRNA 由 细胞 核 进入 细胞 质 所 必需 的 形式 , 它 大 大 提高 了 mRNA 
在 细胞 质 中 的 稳定 性 。 当 mRNA 刚 从 细胞 核 进入 细胞 质 时 ,其 poly A 尾巴 一 般 
比较 长 , 随 着 mRNA 在 细胞 质 内 逗留 时 间 延 长 ,poly A 逐渐 变 短 消失 ,mRNA 进 
人 降解 过 程 。 

真 核 生物 mRNA 大 都 具有 poly A 尾巴 ， 这 一 特性 已 被 广泛 应 用 于 分 子 克 
隆 。 常 用 寡 聚 dT 片段 与 mRNA 上 的 poly A 相配 对 ,作为 反 转 录 酶 合成 第 一 条 
cDNA 链 的 引物 。 

尽管 大 部 分 真 核 mRNA 有 poly A 尾巴 ,细胞 中 仍 可 有 多 达 1/3 没有 poly A 
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的 mRNA ,把 带 有 poly A 的 mRNA 称 为 poly A+, 而 把 没有 poly A 的 mRNA 称 
为 poly A-。 现 已 查 明 , 约 1/3 的 poly A- mRNA 编码 了 不 同形 式 的 组 蛋白 ,其 余 
2/3 的 poly A- mRNA 可 能 带 有 与 poly A* 组 分 相同 的 遗传 信息 。 


3.5 ”终止 和 抗 终止 


到 目前 为 止 ,科学 家 尚未 发 现 某 个 单一 位 点 具有 特异 的 转录 终止 功能 。 但 
是 ,小 鼠 B- 珠 和 蛋白 基因 的 终止 区 (terminator) 能 被 用 来 终止 腺 病毒 基因 的 转录 ， 
农 杆 菌 胭脂 碱 合 成 酶 基因 终止 区 能 被 用 来 终止 几乎 所 有 的 外 源 基因 ,说 明 可 能 
存在 共同 的 转录 终止 机 制 。 

一 般 情 况 下 ,RNA 聚合 酶 起 始 基因 转录 后 , 它 就 会 沿 着 模板 5' 一 3' 方 向 不 
停 地 移动 ,合成 RNA 链 ,直到 碰 上 终止 信号 时 才 与 模板 DNA 相 脱 离 并 释放 新 
生 RNA 链 。 终 止 发 生 时 ， 所 有 参与 形成 RNA-DNA 杂 合 体 的 氢 键 都 必须 被 破 
坏 ,模板 DNA 链 才 能 与 有 意义 链 重新 组 合成 DNA 双 链 。 

研究 RNA 终止 时 最 经 常 遇 到 的 问题 是 3" 端 核 苷 酸 的 定位 ,因为 活 细胞 内 
部 根据 终止 信号 正确 终止 的 RNA 与 一 个 经 过 剪接 的 RNA 的 3' 端 没有 两 样 ,都 
是 一 OH 基 团 ,而 研究 5' 时 ,只 有 初生 RNA 上 才 有 一 个 三 磷酸 基 团 ,任何 经 过 前 
接 修饰 的 RNA 的 5' 端 不 再 带 有 这 个 基 团 。 

根据 体外 实验 中 RNA 聚合 酶 是 否 需 要 辅助 因子 参与 才能 终止 RNA 链 
的 延伸 ， 可 将 大 肠 杆菌 中 的 终止 子 分 为 不 依赖 于 p 因子 和 依赖 于 p 因子 两 大 
类 。 


3.5.1 不 依赖 于 p 因子 的 终止 


在 不 依赖 于 p 因子 这 类 终止 反应 中 ,没有 任何 其 他 因子 的 参与 ,核心 酶 也 
能 在 某 些 位 点 终止 转录 。 现 已 查 明 ,模板 DNA 上 存在 终止 转录 的 特殊 信号 一 一 
终止 子 ,又 称 内 在 终止 子 (intrinsic terminator) ,每 个 基因 或 操纵 子 都 有 一 个 启动 
子 和 一 个 终止 子 。 

内 在 终止 子 有 两 个 明显 的 结构 特点 : @ 终 止 位 点 上 游 一 般 存在 一 个 富 含 
GC 碱 基 的 二 重 对 称 区 ， 由 这 段 DNA 转录 产生 的 RNA 容易 形成 发 卡 式 结构 。 
@ 在 终止 位 点 前 面 有 一 段 由 4~8 个 A 组 成 的 序列 ， 所 以 转录 产物 的 3 端 为 寡 
聚 ,这 种 结构 特征 的 存在 决定 了 转录 的 终止 。 在 新 生 RNA 中 出 现 发 卡 式 结构 
会 导致 RNA 聚合 酶 的 暂停 ， 破 坏 RNA-DNA 杂 合 链 5 端的 正常 结构 。 赛 聚 U 
的 存在 使 杂 合 链 的 3' 端 部 分 出 现 不 稳定 的 上 U.dA 区 域 。 两 者 共同 作用 使 RNA 
从 三 元 复合 物 中 解 离 出 来 (图 3-19)。 

终止 效率 与 二 重 对 称 序 列 和 寡 聚 U 的 长 短 有 关 , 随 着 发 卡 式 结构 (至 少 
6 bp) 和 守 聚 U 序列 (至 少 4 个 可) 长 度 的 增加 ,终止 效率 逐步 提高 。 


3.5.2 依赖 于 p 因子 的 终止 
有 些 终止 位 点 的 DNA 序列 缺乏 共性 ,而 且 不 能 形成 强 的 发 卡 结构 ,因而 不 
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模板 链 
TGGCCTAAAAAAAAAA 
GGCCATGGGG GCGGATGGECTAAAAAAAAAA 
PO : CEGGTAGGEELILIC Setacede TT1 ttt LIL 


3" 
UUUUUUUUUU -~ 一 


RNA_ “一 -一 
C 
CC 
G 
Go 
U 
A 
G 
G 
本 = 
OG- 


A-U 配 对 


ooooc>naooan 


DNA 


有 图 3-19 由 基因 序列 决定 的 转录 终止 过 程 示意 图 


能 诱导 转录 的 自发 终止 。 体 外 转录 实验 表明 ,RNA 聚合 酶 并 不 能 识别 这 些 转 录 
终止 信号 ， 只 有 在 加 入 大 肠 杆菌 p 因子 后 该 聚合 酶 才能 在 DNA 模板 上 准确 地 
终止 转录 。p 因子 是 一 个 由 6 个 相同 亚 基 组 成 的 六 聚 体 , 它 的 相对 分 子 质 量 约 为 
275 000, 它 具有 NTP 酶 和 解 螺旋 酶 活性 ,能 水 解 各 种 核 苷 酸 三 磷酸 , 它 通过 催 
化 NTP 的 水 解 促 使 新 生 RNA 链 从 三 元 转录 复合 物 中 解 离 出 来 ,从 而 终止 转录 。 
大 肠 杆菌 的 p- 依 赖 型 终止 子 占 所 有 终止 子 的 一 半 左 右 。 

目前 认为 ,p 因子 是 RNA 聚合 酶 终止 转录 的 重要 辅助 因子 ， 它 的 作用 机 人 制 
可 用 “ 穷 追 "(hot pursuit) 模 型 来 解释 。RNA 合成 起 始 以 后 ,p 因子 即 附着 在 新 生 
的 RNA 链 5' 端 的 某 个 可 能 有 序列 或 二 级 结构 特异 性 的 位 点 上 ,利用 ATP 水 解 
产生 的 能 量 , 沿 着 5 一 3' 方 向 朝 转录 泡 靠 近 , 其 运动 速度 可 能 比 RNA 聚合 酶 移 
动 的 速度 快 些 ; 当 RNA 聚合 酶 移动 到 终止 子 而 暂停 时 ,p 因子 到 达 RNA 的 3'- 
OH 端 追 上 并 取代 了 暂停 在 终止 位 点 上 的 RNA 聚合 酶 , 它 所 具有 的 RNA-DNA 
解 螺旋 活性 使 转录 产物 RNA 从 模板 DNA 上 释放 ,随后 ,转录 复合 物 解体 ,完成 
转录 过 程 ( 图 3-20)。 


3.5.3 ” 抗 终止 


由 于 不 同 的 生理 要 求 ,在 转录 过 程 中 有 时 即使 遇 到 终止 信号 ,仍然 需要 继 
续 转 录 ,于 是 出 现 了 抗 转 录 终 止 现 象 。 抗 终止 作用 最 早 是 在 噬菌体 感染 细菌 中 
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有 图 3-20 p 因子 参与 的 RNA 合成 终止 模式 


发 现 的 , 它 是 细菌 操纵 子 和 噬菌体 在 调控 回路 中 不 同 于 上 述 两 种 方式 的 从 另 一 
个 角度 对 转录 进行 的 调控 。 抗 转录 终止 主要 有 两 种 方式 ， 

1. 破坏 终止 位 点 RNA 的 葵 - 环 结构 

在 一 些 控制 氨基 酸 合成 的 操纵 子 结构 基因 前 面 有 一 段 前 导 序列 ,具有 终止 
信号 ,中 间 有 串联 的 编码 某 一 氨基 酸 的 密码 子 ,由 于 转录 与 翻译 是 偶 联 的 .转录 
产物 mRNA 形成 后 立即 通过 核糖 体 指导 蛋白 质 合成 ， 当 介质 中 该 氨基 酸 浓度 较 
高 时 ,与 此 相对 应 的 氨 栈 -tRNA 含量 也 较 高 ,因此 ,核糖 体能 顺利 通过 串联 密码 
子 。 在 这 种 情况 下 ,mRNA 形成 正常 的 二 级 结构 ， 其 中 包括 末端 的 苓 - 环 结 构 ， 
RNA 聚合 酶 终止 转录 。 当 介质 中 该 氨基 酸 浓度 较 低 时 ,缺乏 相应 的 氨 酰 -tRNA ， 
致使 核糖 体 滞留 在 串联 密码 子 上 ,mRNA 不 能 形成 特定 的 二 级 结构 ,未 端的 葵 - 
环 结构 被 破坏 ,因此 转录 仍 能 进行 下 去 ,出 现 转录 的 抗 终 止 现象 

2. 依赖 于 蛋白 质 因 子 的 转录 抗 终止 

和 噬菌体 中 由 N 基因 编码 产生 的 N 蛋白 具有 抗 转录 终止 作用 ,但 是 其 功能 
的 发 挥 依赖 于 宿主 所 产生 的 NusA ,NusB ,S10 和 2 .5x104 等 几 种 蛋白 质 ,这 些 蛋 
白质 结合 到 终止 子 附近 的 DNA 位 点 是 实现 抗 转 录 终 止 的 必要 条 件 。 该 DNA 位 
点 中 含有 A 区 (CGCTCTTA) 和 一 个 二 重 对 称 序列 'N 蛋白 能 识别 后 者 转录 所 形 
成 的 茎 - 环 结构 并 与 之 结合 。NusA 以 二 聚 体 的 形式 存在 ,其 一 个 亚 基 与 RNA 聚 
合 酶 结合 , 另 一 个 亚 基 与 N 蛋白 结合 , 当 其 他 3 种 蛋白 都 结合 到 Nut 位 点 时 , 便 
形成 一 个 蛋白 复合 物 ,并 通过 NusA 与 RNA 聚合 酶 结合 ,改变 聚合 酶 的 构象 ,使 
之 对 终止 信号 不 敏感 ,继续 催化 RNA 链 的 合成 (图 3-21)。 
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有 图 3-21 依赖 于 蛋白 质 因 子 的 转录 抗 终 止 模式 


3.6 ”内 含 子 的 剪接 、 编 辑 、 册 编码 及 化 学 修饰 


3.6.1 RNA 中 的 内 含 子 


断裂 基因 的 存在 表明 真 核 细胞 的 基因 结构 和 mRNA 合成 过 程 比 原 核 细 胞 
要 复杂 得 多 ， 因 为 真 核 基因 表达 往往 伴随 着 RNA 的 剪接 过 程 (splicing) ,从 
mRNA 前 体 分 子 中 切除 被 称 为 内 含 子 (intron) 的 非 编码 区 ,并 使 基因 中 被 称 为 
外 显 子 (exon) 的 编码 区 拼接 形成 成 熟 mRNA( 图 3-22)。 

真 核 基因 大 多 是 断裂 的 ,也 就 是 说 ,一 个 基因 可 由 多 个 内 含 子 和 外 显 子 间 
隔 排 列 而 成 。 研 究 表 明 ,内 含 子 在 真 核 基因 中 所 占 的 比例 很 高 ,甚至 超过 99% 
( 表 3-9)。 

由 DNA 转录 生成 的 原始 转录 产物 一 一 核 不 均一 RNA(heterogeneous nuclear 
RNA ,hnRNA) , 即 mRNA 的 前 体 ,经 过 $' 加 “* 帽 "和 3' 酶 切 加 多 聚 腺 苷 酸 ,再 经 
过 RNA 的 剪接 ， 编 码 蛋 白质 的 外 显 子 部 分 就 连接 成 为 一 个 连续 的 可 译 框架 
(open reading frame,ORF) ,通过 核 孔 进 和 人 细胞质 ,就 能 作为 蛋白 质 合成 的 模板 
了 。 表 3-10 和 图 3-23 分 别 总 结 了 原始 RNA 成 熟 期 间 的 主要 加 工 过 程 。 

真 核 基因 平均 含有 8~10 个 内 含 子 ， 前 体 分 子 一 般 比 成 熟 mRNA 大 4~10 
倍 。 不 同 生物 细胞 内 合子 的 边界 处 存在 相似 的 核 苷 酸 序列 ,表明 内 含 子 剪接 过 
程 在 进化 上 是 保守 的 。 比 较 同 源 基 因 的 进化 过 程 发 现 内 含 子 的 异化 大 于 外 显 
子 ,特定 的 内 含 子 还 可 能 在 进化 过 程 中 丢失 ,因此 ,内 含 子 的 “功能 "及 其 在 生物 
进化 中 的 地 位 是 一 个 引 人 注 目的 问题 。 男 外 ,许多 人 类 疾病 是 内 含 子 剪接 异常 
引起 的 ,如 地 中 海 贫血 患者 的 珠 蛋 白 基 因 中 ,大 约 有 1/4 的 核 背 酸 突变 发 生 在 内 


seg 此 :jj 人 THHSHNI YN 4 电 JN NUOIN 


梁 |: 并) 多 Id VEN3SIDIWN NYUIIOIN 


大 三 3 生物 信息 的 传递 (上 ) 一 一 从 DNA 到 RNA 


有 图 3-22 用 DNA-RNA 杂交 的 方法 验证 鸡 卵 清 蛋白 基因 中 存在 非 编 码 的 
内 含 子 区 (a) 成 熟 mRNA 与 带 有 该 基因 的 互补 链 DNA 序列 杂交 示意 图 ; 
(b) 鸡 卵 清 蛋 白 的 基因 结构 示意 图 ,上 及 1~7 区 表示 外 显 子 区 ,A~G 为 内 会 
子 区 。 


表 3-9 部 分 人 类 基因 中 内 含 子 序列 所 占 的 比例 分 析 


内 含 子 数量 内 含 子 所 占 比例 /% 
B- 球 蛋白 1.4 2 69 
血清 蛋白 18 13 89 
胶原 蛋白 组 分 证 31 117 71 
弄 因 子 186 25 95 
萎缩 性 肌 强 直 因 子 2 400 78 >99 


表 3-10 RNA 加 工 过 程 及 其 生理 功能 


推测 的 生理 功能 
加 帽子 反应 mRNA 从 细胞 核 向 细胞 质 运转 ,翻译 起 始 
加 polyA 反应 转录 终止 ,翻译 起 始 和 mRNA 降解 
RNA 的 前 接 从 mRNA ,tRNA 和 rRNA 分 子 中 切除 内 合子 
RNA 的 切割 从 前 体 RNA 中 释放 成 熟 tRNA 和 rRNA 分 子 
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转录 和 “加 帽 ” 反 应 


5$' 帽子 结构 RNA 可 合 栈 


生成 原始 转录 产物 


原始 转录 产物 地 编码 3 端 序列 
5" nt ' 


RNA 切 割 , 加 
ep 


成 熟 5 


AAAA, 3" 
mRNA -> 


有 图 3-23 原始 转录 产物 的 生成 及 其 主要 加 工 剪 接 过 程 图 示 


含 子 的 $' 或 3 边界 保守 序列 上 ,或 者 虽然 位 于 内 含 子 中 间 但 干扰 了 前 体 mRNA 
的 正常 剪接 。 

比较 不 同 基因 的 核 苷 酸 序列 发 现 ,mRNA 前 体 中 内 含 子 的 两 端 边界 存在 共 
同 的 序列 ， 这 些 序列 结构 可 能 是 产生 mRNA 前 体 剪 接 的 信号 。 多 数 细胞 核 
mRNA 前 体 中 内 含 子 的 5 边界 序列 为 CU ,3 边界 序列 为 AG。 因 此 ,GU 表示 供 
体 衔接 点 的 5' 端 ,AG 代表 接纳 体 衔接 点 的 3' 端 。 把 这 种 保守 序列 模式 称 为 
GU-AG 法 则 ,又 称 为 Chambon 法 则 。 

除了 边界 序列 之 外 ,外 显 子 与 内 含 子 交界 处 的 序列 ,内 含 子 内 部 的 部 分 序 
列 也 可 能 参与 内 含 子 的 前 接 (图 3-24)。 在 3" 端 剪接 位 点 AG 的 附近 有 一 段 富 含 
喀 啶 的 区 域 , 含 有 10~20 个 喀 啶 核 苷 酸 ;$' 端 有 一 保守 序列 ($'-GUPuAGU-3' )。 
此 外 ,许多 发 生 分 又 剪接 的 核 mRNA 内 含 子 3' 端 上 游 18~50 个 核 苷 酸 处 ,存在 
一 个 序列 为 PywNPywPuzxAPyws 的 保守 区 ， 其 中 A 为 百分之百 保守 ， 且 具有 2'- 
OH， 是 参与 形成 分 叉 剪接 中 间 物 的 特定 腺 味 叭 。 上 述 保守 序列 都 是 pre-mRNA 
剪接 过 程 中 各 种 核糖 核 蛋白 剪接 调节 因子 的 结合 位 点 ,对 于 有 效 核 准确 的 剪接 
非常 重要 。 


5' 前 接 位 点 分 支点 3 前 接 位 点 
[AcCAGJGupuAGaU A Pyreh AGG |] 
3 
外 显 子 内 含 子 外 显 子 


有 图 3-24 背 椎 动物 mRNA 前 体 中 常见 的 内 含 子 剪 接 所 必需 的 
保守 序列 图 中 显示 5’ 剪 接 位 点 和 3 剪接 位 点 的 共有 序列 以 及 分 
支点 的 保守 腺 芽 酸 成 分 。 
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3.6.2 mRNA 的 剪接 


研究 表明 ,许多 相对 分 子 质 量 较 小 (长 约 106~185bp) 的 核 内 RNA( 如 U1， 
U2,U4,U5 和 U6) 以 及 与 这 些 RNA 相 结合 的 核 蛋 白 (small nuclear ribonucleo- 
protein particle ,snRNPs ) 参 与 RNA 的 剪接 ,mRNA 链 上 每 个 内 含 子 的 5' 和 3' 端 
分 别 与 不 同 的 snRNP 结合 ,形成 RNA 和 RNP 复合 物 (图 3-25)。 


U2AFs 
”| 全 -Egg 的 接 前 休 
U2-snRNP 
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] 2 
ee 一 一 Eee 
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} 2223 mm 
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; Ul-snRNP 
YU4-snRNP 
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有 图 3-25 真 核 生 物 mRNA 前 体 中 内 含 子 剪 接 过 程 示意 图 


一 般 情况 下 ,由 Ul snoRNA 以 碱 基 互 补 的 方式 识别 mRNA 前 体 5' 剪 接点， 
由 结合 在 3 前 接点 上 游 富 喀 啶 区 的 U2AF(U2 auxiliary factor) 识 别 3 剪接 点 并 
引导 U2 snRNP 与 分 支点 相 结合 ,形成 剪接 前 体 (pre-spliceosome ) ,并 进一步 与 
U4、U5 .U6 snRNP 三 聚 体 相 结合 ,形成 60S 的 剪接 体 (spliceosome ) ,进行 RNA 
前 体 分 子 的 剪接 。 哺 乳 动物 细胞 中 ,mRNA 前 体 上 的 snRNP 是 从 5' 向 下 游 * 扫 
描 ” ,选择 在 分 支点 富 喀 啶 区 3' 下 游 的 第 一 个 AG 作为 剪接 的 3' 位 点 。AG 前 一 
位 核 苷 酸 可 以 影响 剪接 效率 ,一般 说 来 ,CAG=UAG>AAG>GAG。 如 果 mRNA 前 
体 上 同时 存在 几 个 AG ,可 能 发 生 剪接 竞争 。 
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在 高 等 真 核 生 物 中 ， 内 含 子 通 常 是 有 序 或 组 成 性 地 从 mRNA 前 体 中 被 前 
接 , 然 而 ,在 个 体 发 育 或 细胞 分 化 时 可 以 有 选择 性 地 越过 某 些 外 显 子 或 某 个 前 
接点 进行 变 位 剪接 ,产生 出 组 织 或 发 育 阶 段 特 异性 mRNA , 称 为 内 含 子 的 变 位 
剪接 。 图 3-26 是 果 蝇 中 发 现 的 与 性 别 分 化 相关 基因 的 特异 性 剪接 。 肉 果 蝇 sxl 
基因 前 体 mRNA 中 的 第 3 个 外 显 子 直接 被 切除 ,形成 功能 型 SXL 蛋白 (外 显 子 
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图 3-26 果 蝇 中 与 性 别 分 化 相关 基因 产物 的 特异 性 剪接 过 程 (a) sxl mRNA 前 体 物 

在 不 同性 别 的 果 蝇 中 发 生 选择 性 剪接 ;(b) SXL 蛋白 使 U2AFes 与 峻 果 蝇 tra 基因 第 学 

2 个 外 显 子 中 的 隐 性 切割 位 点 相 结合 ， 发 生 选 择 性 剪接， 产生 功能 型 TRA 蛋白 ; 
(ec) TRA 蛋白 进一步 诱导 产生 了 性 状 特异 的 DSX 蛋 白 。 ‘0 
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2 和 4 相连 )。 由 于 这 个 蛋白 的 存在 ,使 峻 果 蝇 tra 基因 第 二 个 外 显 子 的 切割 位 
点 发 生变 化 ,产生 功能 型 TRA 蛋白 。 最 后 ,在 功能 型 TRA 蛋白 和 一 组 SR 和 蛋白 
( 富 含 丝氨酸 和 精 氨 酸 和 蛋白 ) 的 作用 下 ,特异 性 剪接 dx 基因 的 前 体 mRNA ,产生 
雄性 和 上 肉 性 特征 性 DSX 蛋白 ,参与 性 别 分 化 中 的 一 系列 生理 生物 化 学 反应 。 准 
椎 动 物 中 大 约 有 5% 的 基因 能 以 这 种 方式 进行 剪接 ， 保 证 各 同 源 蛋 白质 之 间 既 
具有 大 臻 相同 的 结构 或 功能 域 ,又 具有 特定 的 性 质 差异 ,这 无 疑 大 大 拓展 了 基 
因 所 携带 的 遗传 信息 。 

与 前 面 所 述 的 mRNA 前 体 中 主要 (GU-AG 类 ) 和 次 要 (AU-AC 类 ) 内 含 子 
的 剪接 方式 不 同 的 是 II 工 类 内 含 子 ,因为 带 有 这 些 内 含 子 的 RNA 本 身 具有 催 
化 活性 ,能 进行 内 含 子 的 自我 剪接 ,而 无 需 借 助 于 形成 前 接 体 。 表 3-11 总 结 了 
存在 于 生物 体内 的 各 种 内 含 子 。 


表 3-11 生物 体内 的 各 种 内 含 子 


内 含 子 类 型 细胞 内 定位 
CU -AG 细胞 核 ,pre-mRNA ( 真 核 ) 
AU - AC 细胞 核 ,Pre-mRNA( 真 核 ) 
1 类 内 含 子 细胞 核 ,pre-rRNA( 真 核 ) ,细胞 器 RNA ,少数 细菌 RNA 
I 类 内 含 子 细胞 器 RNA ,部 分 细菌 RNA 
亚 类 内 含 子 细胞 器 RNA 
双 内 合子 细胞 器 RNA 


pre 一 tRNA 中 的 内 含 子 细胞 核 ,pre -tRNA( 真 核 ) 


最 初 在 研究 原生 动物 四 膜 虫 pre-RNA 时 发 现 了 工 类 内 含 子 ,后 来 在 细菌 中 
也 发 现存 在 这 类 内 含 子 。 工 类 内 含 子 的 剪接 主要 是 转 酯 反应 (trans-esterifica- 
tion) , 即 剪接 反应 实际 上 是 发 生 了 两 次 磷酸 二 酯 键 的 转移 。 在 工 类 内 含 子 切 除 
体系 中 ,第 一 个 转 酯 反应 由 一 个 游离 的 鸟 苷 或 鸟 苷 酸 (CMP .GDP 或 GTP) 介 导 ， 
鸟 苷 或 乌 苷 酸 的 3'-OH 作为 亲 核 基 团 攻击 内 含 子 5' 端 的 磷酸 二 酯 键 ， 从 上 游 
切 开 RNA 链 。 在 第 二 个 转 酯 反应 中 ,上 游 外 显 子 的 自由 3'-OH 作为 亲 核 基 团 攻 
击 内 含 子 3" 位 核 苷 酸 上 的 磷酸 二 酯 键 ,使 内 含 子 被 完全 切 开 , 上 下 游 两 个 外 显 
子 通过 新 的 磷酸 二 酯 键 相 连 ( 图 3-27)。 

开 类 内 含 子 主要 存在 于 真 核 生物 的 线粒体 和 叶绿体 rRNA 基因 中 ,在 I 类 
内 含 子 切除 体系 中 , 转 酯 反应 无 需 游 离 鸟 苷 酸 或 鸟 苷 ,而 是 由 内 含 子 本 身 的 靠 
近 3 端的 腺 苷 酸 2'-OH 作为 亲 核 基 团 攻 击 内 含 子 5 端的 磷酸 二 酯 键 ， 从 上 游 
切 开 RNA 链 后 形成 套 索 状 结构 。 再 由 上 游 外 显 子 的 自由 3'-OH 作为 亲 核 基 团 
攻击 内 含 子 3' 位 核 苷 酸 上 的 磷酸 二 酯 键 ,使 内 含 子 被 完全 切 开 ,上 下 游 两 个 外 
显 子 通 过 新 的 磷酸 二 酯 键 相连 (图 3-28)。 
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内 合子 
原始 转录 产物 
ES ER 
/ 自由 岛 苷 酸 的 3 一 OH 作为 亲 核 基 团 攻击 内 含 子 
pG-0U 5' 端 的 磷酸 二 酯 键 ,从 上 游 切 开 RNA 链 
PGPA 
RNA 前 接 中 则 产物 
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位 核 苷 酸 上 的 磷酸 二 酯 键 ,使 内 含 子 被 完全 切 开 
5 pGPA 
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完成 间接 的 RNA 
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有 图 3-27 工 类 内 含 子 的 自我 剪接 过 程 


3.6.3 ”RNA 的 编辑 .再 编码 及 化 学 修饰 


1. RNA 的 编辑 

根据 中 心 法 则 ,DNA、RNA 和 蛋白质 之 间 存 在 着 直接 的 线性 关系 , 即 连续 的 
序列 DNA 被 真实 地 转录 成 mRNA 序列 ,然后 翻译 产生 和 蛋白质 分 子 ,断裂 基因 的 
发 现 和 RNA 的 剪接 虽然 使 得 基因 表达 过 程 增 加 了 一 个 步骤 ,但 DNA 的 实际 编 
码 序 列 没 有 发 生变 化 。 

RNA 的 编辑 (RNA editing) 是 某 些 RNA ,特别 是 mRNA 前 体 的 一 种 加 工 方 
式 ,如 插入 人 、 删 除 或 取代 一 些 核 苷 酸 残 基 ,导致 DNA 所 编码 的 遗传 信息 的 改 
变 ,因为 经 过 编辑 的 mRNA 序列 发 生 了 不 同 于 模板 DNA 的 变化 。 介 导 RNA 编 
辑 的 机 制 有 两 种 :位 点 特异 性 脱 氨 基 作 用 和 引导 RNA 指导 的 尿 喀 啶 插入 或 
删除 。 

哺乳 动物 载 脂 蛋白 mRNA 的 编辑 是 广泛 研究 的 典型 例子 ， 图 3-29 分 别 是 
该 基因 的 DNA 序列 以 及 在 哺乳 动物 肝脏 和 肠 组 织 中 分 离 到 的 mRNA 序列 。 载 
脂 和 蛋白 基因 编码 区 共有 4 563 个 密码 子 ,在 所 有 组 织 中 的 DNA 序列 都 相同 。 在 
肝脏 中 ,该 基因 转录 产生 完整 的 mRNA 并 被 翻译 成 有 4 563 个 氨基 酸 的 全 长 蛋 
白质 ,相对 分 子 质 量 为 5.1x10;。 在 肠 中 合成 的 却 是 只 包含 有 2 153 个 密码 子 的 
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内 含 子 本 身 的 某 个 腺 苷 酸 3 一 OH 作为 亲 


核 基 团 攻 击 内 含 子 5' 端 的 磷酸 二 酯 键 


RNA 剪接 产物 
5? 


上 游 外 显 子 的 3'OH 作为 亲 核 基 团 攻击 内 含 
子 3' 位 核 苷 酸 上 的 磷酸 二 酯 键 , 使 套 索 结构 


完全 解 离 


完成 剪接 的 RNA 
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有 图 3-28 器 类 内 含 子 的 自我 剪接 过 程 


有 图 3-29 ”哺乳 动物 载 脂 蛋白 基 
因 转 录 产 物 的 编辑 


/ 
pPU 一 -一 3， 
2"5'- 磅 酸 二 酯 键 
NN 
\ ~ / 
“pe 与 3' 端 相连 
Pi PhL 一 一 一 一 3 
套 索 状 结构 中 的 腺 苷 酸 
带 有 3 个 磷酸 二 酯 刍 
i 
载 脂 蛋白 8 基因 有 29 个 外 显 子 


CAA EE > UAA 


到 


肝 中 剪接 的 mRNA 编码 ” 肠 mRNA 有 密码 子 在 第 
含 4563 个 残 基 的 蛋白 质 2153 位 密码 子 终止 合成 


3.6 ”内 含 子 的 剪接 、 编 辑 、 再 编码 及 化 学 修饰 >> 


mRNA ,翻译 产生 相对 分 子 质量 为 2.5x105 的 蛋白 质 。 研 究 发 现 ,该 蛋白 其 实 是 全 
长 载 脂 蛋 白 的 N 端 ， 它 是 由 一 个 在 序列 上 除了 2 153 位 密码 子 从 CAA 突变 为 
UAA 之 外 完全 与 肝脏 mRNA 相同 的 核酸 分 子 所 编码 的 ,CU 突变 使 编码 谷 氮 
酰胺 的 密码 子 变 成 了 终止 密码 子 。 

RNA 的 编辑 虽然 不 是 很 普遍 ,在 真 核 生物 中 也 时 有 发 生 ( 表 3-12)。 大 鼠 脑 
中 谷 氨 酸 受 体 蛋白 mRNA 经 编辑 后 ,分子 中 有 多 个 编码 谷 氨 酸 的 密码 子 变 成 了 
在 控制 通过 神经 递 质 的 离子 流 过 程 中 有 重要 影响 的 精 氨 酸 ， 表 明 RNA 的 编辑 
可 能 是 充分 发 挥 生理 功能 所 必需 的 。 


表 3-12 哺乳 动物 中 RNA 编辑 的 实例 
所 改变 的 碱 基 结 果 
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肝脏 , 肠 载 脂 蛋 白 B C—U 谷 氨 酰 胺 密码 子 一 终止 子 


肌肉 半 乳 糖苷 酶 U—A 苯 丙 氨 酸 密码 子 一 酪 氨 酸 
亩 丸 ,肿瘤 等 Wilms 肿瘤 基因 -1 U 一 C 亮 氨 酸 密码 子 一 且 氨 酸 
肿瘤 神经 纤维 瘤 基因 -1 C—U 精 氨 酸 密码 子 一 终止 子 

脑 谷 氨 酸 受 体重 白 A 一 1 多 个 谷 氨 酸 密码 子 一 精 氨 酸 


载 脂 蛋 白 mRNA 中 的 C 一 U , 谷 氨 酸 受 体 蛋白 mRNA 中 的 A 一 1, 都 属于 脱 
氨基 作用 的 结果 ,分别 由 胞 喀 啶 和 腺 味 叭 脱 氮 酶 所 催化 。 通常 情况 下 ,该 酶 促 反 
应 的 特异 性 不 强 , 腺 味 叭 脱 氨 酶 可 以 作用 于 双 链 RNA 区 的 任何 腺 苷 酸 残 基 。 但 
是 ,RNA 的 编辑 发 生 在 带 有 具 催 化 作用 的 脱 氨 酶 亚 基 的 复合 体 中 ， 有 附加 的 
RNA 结合 区 能 帮助 识别 所 编辑 的 特异 性 靶 位 点 。 

除 单 碱 基 突 变 之 外 ,RNA 编辑 的 另 一 种 形式 是 尿 苷 酸 的 缺失 和 添加 。 研 究 
发 现 ， 利 什 息 原 虫 属 细胞 色素 b mRNA 中 含有 许多 独立 于 核 基因 的 尿 喀 啶 残 
基 , 而 特异 性 插入 这 些 残 基 的 信息 来 自 指导 RNA(guide RNA ) ,因为 它 含 有 与 编 
辑 后 细胞 色素 b mRNA 相互 补 的 核 背 酸 序列 。 指 导 RNA 与 被 编辑 区 及 其 周围 
部 分 核酸 序列 虽然 有 相当 程度 的 互补 性 ， 但 该 RNA 上 存在 一 些 未 能 配对 的 腺 
味 聆 ,形成 缺口 ,为 插入 屎 喀 啶 提供 了 模板 (图 3-30)。 反 应 完成 后 ,指导 RNA 
从 mRNA 上 解 离 下 来 ,而 mRNA 则 被 用 做 翻译 的 模板 。 

RNA 编辑 具有 重要 的 生物 学 意义 : 

(1) 校正 作用 有 些 基 因 在 突变 过 程 中 丢失 的 遗传 信息 可 能 通过 RNA 的 
编辑 得 以 恢复 。 

(2) 调控 翻译 ”通过 编辑 可 以 构建 或 去 除 起 始 密码 子 和 终止 密码 子 ,是 基 
因 表 达 调 控 的 一 种 方式 。 

(3) 扩充 遗传 信息 ”能 使 基因 产物 获得 新 的 结构 核 功能 ,有 利于 生物 的 进化 。 

2. RNA 的 再 编码 

有 研究 发 现 ,mRNA 在 某 些 情况 下 不 是 以 固定 的 方式 被 翻译 ， 而 可 以 改变 
原来 的 编码 信息 ,以 不 同 的 方式 进行 翻译 ,科学 上 把 RNA 编码 和 读 码 方式 的 改 
变 称 为 RNA 的 再 编码 (RNA recoding)。 
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霹 二 3 生物 信息 的 传递 (上 ) 一 一 从 DNA 到 RNA 


AAAGOGGAGAGAAAAGAAA A G G C TITAACTTCAGGTTGTTTATTACGAGTATATGG 


转录 
A G G C UUUAACUUCAGGUUGUUUAUUACGAGUAUAUGG 


与 指导 RNA 配 对 


释 出 mRNA 


AAAGCGGAGAGAAAGAAAUUUAUGUUGUCUUUUAACUUCAGGUUGUUUAUUACGAGUAUAUGG 


有 图 3-30 指导 RNA 和 RNA 的 编辑 机 制 


某 些 有 机 体 中 进行 蛋白 质 翻译 时 ,mRNA 的 读 码 信号 在 tRNA rRNA 和 其 
他 和 蛋白 因子 作用 下 发 生 +1/-1 移 位 ， 甚 至 发 生 核糖 体 跳 过 50 个 核 苷 酸 的 情况 ， 
前 两 者 称 为 核糖 体 程序 性 +1/-1 移 位 ,后 者 称 为 核糖 体 跳跃 ,最 近 人 们 还 发 现 自 
然 中 存在 第 二 十 一 种 氨基 酸 三 代 半 胱 氨 酸 (selenocysteine) 和 第 二 十 二 种 氨基 酸 
吡咯 赖 氨 酸 (pyrrolysine) ,两 者 都 是 通过 终止 子 通读 而 编码 的 。 上 述 的 +1/-1 移 
码 核糖 体 跳跃 以 及 终止 子 通 读 都 是 再 编码 的 表现 方式 ,因为 它们 不 同 于 常规 
基因 的 解码 规则 。RNA 的 再 编码 可 以 从 一 个 mRNA 产生 两 种 或 多 种 相互 关联 
但 又 不 同 的 蛋白 质 ,这 也 可 能 是 蛋白 质 合 成 的 一 种 调节 机 制 。 

3. RNA 的 化 学 修饰 

除了 RNA 的 编辑 之 外 ,有 些 RNA ,特别 是 前 体 rRNA 和 tRNA ,还 可 能 有 特 
异性 化 学 修饰 。 图 3-31 是 最 常见 的 6 大 类 化 学 修饰 途径 及 其 产物 。 研究 证 实 ， 
仅 人 细胞 内 rRNA 分 子 上 就 存在 106 种 甲 基 化 和 95 种 假 尿 喀 喧 产物， 虽然 尚 
未 发 现 特征 性 保守 序列 ,但 有 实验 证 据 表明 ,RNA 的 化 学 修饰 可 能 具有 位 点 特异 
性 。 有 实验 表明 ,只 含有 70~100 个 核 苷 酸 的 核 仁 RNA(snoRNAs) 参 与 RNA 的 化 
学 修饰 ,因为 这 些 RNA 能 通过 碱 基 配 对 的 方式 ,把 rRNA 分 子 上 需要 修饰 的 位 点 
找 出 来 (图 3-32)。 现 在 一 般 认为 ,snoRNA 上 的 DD 盒 是 甲 基 化 酶 的 识别 位 点 。 


3.6.4” 核 酶 
核 酶 (ribozyme) 是 指 一 类 具有 催化 功能 的 RNA 分 子 ， 通 过 催化 靶 位 点 


甲 基 化 
在 核 华 酸 的 碱 基 或 核糖 基 上 加 一 个 或 多 个 -CH 
举例 : 鸟 味 叭 甲 基 化 产物 mG 
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用 硫 取 代 碱 基 分 子 上 的 氧 
举例 : 4- 硫 尿 喀 院 


把 一 个 二 价 键 饱和 
举例 : 二 氨 尿 喀 喧 


有 图 3-31 rRNA 和 tRNA 分 子 中 核 痛 酸 的 化 学 修饰 
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从 碱 基 上 去 掉 氨 基 
举例 : 鸟 顺 叭 去 氨基 后 成 为 次 黄 
味 叭 


碱 基 环 结构 上 发 生 分 子 替 代 
举例 : 尿 哮 啶 变 构 生 成 假 尿 哮 啶 


举例 : 奎 喇 叭 
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二 本 3 生物 信息 的 传递 (上 ) 一 一 从 DNA 到 RNA 


RNA 链 中 磷酸 二 酯 键 的 断裂 ,特异 性 地 剪 切 底 物 RNA 分 子 , 从 而 阻 断 基因 
的 表达 。ribozyme 是 ribonucleic acid (核糖 核酸 ) 和 enzyme( 酶 ) 两 个 词 的 缩 
合 词 。 

1982 年 Cech 从 四 膜 虫 rRNA 前 体 的 加 工 研究 中 首先 发 现 rRNA 前 体 具有 
日 我 剪接 作用 ,于 是 提出 ribozyme 的 概念 ,打破 了 酶 都 是 蛋白 质 这 种 传统 的 观 
念 。1983 年 ,Altman 等 人 发 现 RNaseP 中 的 RNA 组 分 可 以 催化 tRNA 前 体 的 加 
工 , 之 后 的 研究 还 发 现 T4 RNA 一 些 植物 的 类 病毒 (viroid) . 拟 病毒 (virusoid ) 等 
都 能 进行 自我 剪接 。 

核 酶 的 催化 功能 与 其 空间 结构 有 密切 关系 ,目前 已 知 有 多 种 特殊 结构 的 核 
酶 ,如 RNaseP 的 RNA 亚 基 (MI RNA) . 锤 头 型 发 夹 型 丁 型 肝炎 6 病毒 RNA、 
1 类 内 含 子 和 类 内 含 子 等 ,具有 自 
我 前 切 能 力 的 RNA 大 多 数 都 能 形成 
锤 头 结构 (hammerhead structure) 该 
二 级 结构 由 三 个 葵 ( 工 .I 、 亚 ) 构 成 ， 
茎 区 是 由 互补 碱 基 构成 的 局 部 双 链 
结构 ,包围 着 一 个 由 11~13 个 保守 核 
芽 酸 构成 的 催化 中 心 (图 3-33)。 核 
酶 前 切 通 常 发 生 在 H 位 点 。 同 一 核 
酶 分 子 由 具有 催化 中 心 的 核 酶 和 含 
有 剪 切 位 点 的 底 物 部 分 共同 组 成 锤 上 图 3-33 核 酶 的 锤 头 结构 该 酶 包括 三 个 
头 结构 , 底 物 部 分 是 切割 部 位 两 端的 基因 区 ?其 问 有 一 个 11~13 个 保守 核 苯 酸 构成 
核 苷 酸 ， 它 与 核 酶 的 葵 工 和 蔡 册 结 的 俯 化 中 心 。 hg dh ddd 
合 ,在 切割 之 后 该 底 物 被 释放 由 一 基 , 箭 藉 代表 切割 部 位 , 代表 除了 G 以 外 的 

核 苷 酸 。 在 类 病毒 中 , 茎 亚 的 顶部 并 没有 被 环 

个 新 的 没有 被 切割 的 底 物 取 代 ,使 切 连接 起 来 。 
割 反 应 得 以 重复 进行 。 

不 同 的 核 酶 具有 不 同 的 催化 功能 ， 可 以 分 为 剪 切 型 核 酶 和 前 接 型 核 酶 两 
大 类 。 

1. 剪 切 型 核 酶 

和 剪 切 型 核 酶 是 只 剪 不 接 ,能 够 催化 自身 RNA 或 不 同 的 RNA 分 子 , 切 下 特 
异 的 核 苷 酸 序列 。M1 RNA 是 最 典型 的 例子 ,在 高 浓度 Mg 存在 时 , 它 可 特异 性 
地 剪 切 tRNA 前 体 5' 端 片段 ,此 外 ;四 膜 虫 rRNA 前 体 的 剪接 产物 L19 也 是 一 种 
前 切 型 核 酶 。 

2. 剪接 型 核 酶 

该 类 核 酶 具有 序列 特异 的 内 切 核酸 酶 .RNA 连接 酶 等 多 种 酶 的 活性 ， 它 既 
能 切割 RNA 分 子 , 也 能 通过 转 酯 反应 形成 新 的 储 酸 二 酯 键 ,连接 切割 后 的 RNA 
分 子 。 前 面 介绍 的 工 类 和 开 类 内 含 子 就 属于 剪接 型 核 酶 。 

锤 头 型 核 酶 和 发 夹 型 核 酶 都 能 够 催化 产物 的 连接 ,但 发 夹 型 核 酶 催化 连接 
反应 的 活性 比 催化 切割 反应 的 活性 高 约 10 倍 ， 而 锤 头 型 核 酶 催化 切割 反应 的 
活性 比 催化 连接 反应 的 活性 高 100 倍 。 核 酶 的 发 现 为 基因 治疗 提供 了 新 的 策 


或 癌 基 因 等 有 害 基因 的 功能 。 

核 酶 的 发 现 使 我 们 对 RNA 的 重要 功能 又 有 了 新 的 认识 。 因此, 核 酶 是 继 反 
转录 现象 之 后 对 中 心 法 则 的 又 一 个 重要 修正 ,说明 RNA 既是 遗传 物质 又 是 酶 。 
核 酶 的 发 现 为 生命 起 源 的 研究 提供 了 新 思路 一 一 也 许 曾 经 存在 以 RNA 为 基础 
的 原始 生命 。 照 这 么 说 ,蛋白 质 世 界 也 可 能 (仅仅 是 可 能 ) 起 源 于 RNA 世界 ! 


3.6.S RNA 在 生物 进化 中 的 地 位 


我 们 曾 在 本 章 开 篇 时 说 过 ,基因 是 唯一 能 自主 复制 .世代 相传 并 永久 存在 
的 遗传 学 单位 。 中 心 法 则 也 阐明 了 DNA 作为 遗传 信息 的 贮存 者 ,是 生命 遗传 和 
生物 进化 的 “中 心 "。 那 么 ,RNA( 或 许 还 包括 蛋白 质 ! ) 有 没有 可 能 在 生物 遗传 变 
异 的 历史 演变 中 起 作用 呢 ? 

研究 发 现 ,RNA 不 仅 具 有 极 大 的 拷贝 数 ， 其 变异 率 高 达 10-4…103 核 苷 酸 / 
RNA 分 子 ,翻译 错误 率 累 加 可 达 102~10- 氨基 酸 / 和 蛋白 质 分 子 ,能 够 产生 各 种 不 
同 蛋白 质 而 迅速 积累 信息 。 这 就 是 说 ,RNA 在 基因 表达 过 程 中 有 一 定 的 离散 , 正 
如 散 弹 枪 射击 会 有 一 些 铅 弹 偏 离 轰 心 一 样 。RNA 比 相 应 DNA 序列 含有 更 多 的 
遗传 信息 ,可 通过 剪接 ,改变 和 校正 可 译 框架 等 方式 表达 出 多 种 蛋白 质 异 构 体 
( 同 工 酶 ?) ,还 可 能 通过 反 转 录 产 生 与 RNA 信息 相 一 致 的 DNA 分 子 , 直 接 影响 后 
代 的 基因 型 ,这 种 作用 也 可 称 为 “反馈 效应 ”。 

其 次 ,RNA 还 是 获得 性 遗传 的 分 子 基础 。 所 谓 获 得 性 遗传 是 指 有 机 体 在 生 
长 发 育 过 程 中 由 于 环境 的 影响 而 不 是 由 于 基因 突变 所 形成 的 新 的 遗传 性 状 , 在 
3 类 主要 生物 大 分 子 中 ,DNA 是 信息 分 子 ,蛋白 质 是 功能 分 子 ,RNA 则 既是 信息 
分 子 , 又 是 功能 分 子 , 它 在 表达 过 程 中 起 着 信息 提取 和 加 工 的 作用 。 环境 可 以 影 
啊 和 诱导 RNA 的 产生 和 信息 加 工 , 从 而 使 机 体 表现 出 新 的 性 状 , 这 种 性 状 如 果 
传递 给 子 代 细胞 和 个 体 ,就 产生 获得 性 遗传 。 实 际 上 ,不 仅 核酸 分 子 是 遗传 信息 
的 载体 , 某 些 亚 细胞 结构 .细胞 器 和 生物 膜 也 能 传递 部 分 遗传 信息 ,它们 在 环境 
影响 下 发 生 的 结构 改变 有 时 也 能 传递 给 后 代 。 


入 思考 是 


,什么 是 编码 链 ? 什么 是 模板 链 ? 

. 简 述 RNA 转录 的 概念 及 其 基本 过 程 。 

， 大肠 杆 菌 的 RNA 聚合 酶 有 哪些 组 成 成 分 ? 各 个 亚 基 的 作用 如 何 ? 
. 什么 是 封闭 复合 物 、 开 放 复 合 物 以 及 三 元 复合 物 ? 

. 简 述 o 因子 的 作用 。 

. 什么 是 Pribnow box? 它 的 保守 序列 是 什么 ? 

。 什么 是 上 升 突变 ? 什么 是 下 降 突 变 ? 

. 简 述 原核 生物 和 真 核 生物 mRNA 的 区 别 。 

. 大 肠 杆 菌 的 终止 子 有 哪 两 大 类 ? 请 分 别 介 绍 一 下 它们 的 结构 特点 。 
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生物 信息 的 传 圳 (下 ) 


一 一 从 mRNA 到 和 蛋 和 白质 


蛋白 质 是 基因 表达 的 最 终 产 物 , 它 的 生物 合成 是 一 个 比 DNA 
复制 和 转录 更 为 复杂 的 过 程 ,主要 包括 : 

GD 翻译 的 起 始 一 一 核糖 体 与 mRNA 结合 并 与 氨基 酰 -tRNA 
生成 起 始 复合 物 。 

@ 肽 链 的 延伸 一 一 由 于 核糖 体 沿 mRNA 5' 端 向 3' 端 移动 ， 
开始 了 从 N 端 向 C 端的 多 肽 合成 ， 这 是 蛋白 质 合 成 过 程 中 速度 
最 快 的 阶段 。 

@ 肽 链 的 终止 及 释放 。 核糖 体 从 mRNA 上 解 离 ,准备 新 一 轮 
合成 反应 。 

核糖 体 是 蛋白 质 合成 的 场所 ,mRNA 是 蛋白 质 合 成 的 模 
板 ,转移 RNA(transfer RNA ,tRNA ) 是 模板 与 氨基 酸 之 间 的 接 
合体 。 此 外 ,在 合成 的 各 个 阶段 还 有 许多 蛋白 质 . 酶 和 其 他 生 
物 大 分 子 参 与 。 例 如 ,在 真 核 生物 细胞 中 有 70 种 以 上 的 核糖 
体 蛋 白质 ,20 种 以 上 的 氨 酰 -tRNA 合成 酶 ,10 多 种 起 始 因 
子 、 延 伸 因 子 及 终止 因子 ,30 种 左右 的 tRNA 及 各 种 rRNA、 
mRNA 和 100 种 以 上 翻译 后 加 工 酶 参与 蛋白 质 合 成 和 加 工 过 
程 。 和 蛋白 质 合成 是 一 个 需 能 反应 ,要 有 各 种 高 能 化 合 物 的 参与 。 
据 统 计 ,在 真 核 生 物 中 有 将 近 300 种 生物 大 分 子 与 蛋白 质 的 生 
物 合成 有 关 ,细胞 所 用 来 进行 合成 代谢 总 能 量 的 90% 消 耗 在 蛋 
白质 合成 过 程 中 ,而 参与 蛋白 质 合 成 的 各 种 组 分 约 占 细胞 干 质 
量 的 35%。 

在 真 核 生物 细胞 核 内 合成 的 mRNA, 只 有 被 运送 到 细胞 质 部 
分 才能 被 翻译 生成 蛋白 质 , 所 谓 翻 译 是 指 将 mRNA 链 上 的 核 苷 酸 
从 一 个 特定 的 起 始 位 点 开始 , 按 每 3 个 核 苷 酸 代表 一 个 氨基 酸 的 
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原则 ,依次 合成 一 条 多 肽 链 的 过 程 。 尽 管 蛋 白质 合成 过 程 十 分 复杂 ,但 合成 速度 
却 高 得 惊人 ,如 大 肠 杆菌 只 需要 5 s 就 能 合成 一 条 由 100 个 氨基 酸 组 成 的 多 上 肽 ， 
而 且 每 个 细胞 中 成 百 上 千 个 蛋白 质 的 合成 都 是 有 条 不 率 地 协同 进行 的 。 


4.1 遗传 密码 一 一 三 联 子 


贮存 在 DNA 上 的 遗传 信息 通过 mRNA 传递 到 蛋白 质 上 ,mRNA 与 蛋白 质 
之 间 的 联系 是 通过 遗传 密码 的 破译 来 实现 的 。mRNA 上 每 3 个 核 苷 酸 翻译 成 蛋 
白质 多 肽 链 上 的 一 个 氨基 酸 ， 这 3 个 核 苷 酸 就 称 为 密码 ， 也 叫 三 联 子 密码 
(codon )。 翻 译 时 从 起 始 密码 子 AUG (initiation codon) 开 始 , 沿 着 mRNA5' 一 3' 的 
方向 连续 阅读 密码 子 , 直 至 终止 密码 子 (termination codon) 为 止 , 生 成 一 条 具有 
特定 序列 的 多 肽 链 一 一 蛋白质 (图 4-1)。 这 条 由 起 始 密 码 子 开 始 , 到 终止 密码 
子 结束 的 核酸 序列 就 被 称 为 一 个 可 译 框架 (open reading frame) 或 可 读 框 。 新 生 
的 多 肽 链 中 氨基 酸 的 组 成 和 排列 顺序 决定 于 其 DNA( 基 因 ) 的 碱 基 组 成 及 其 顺 
序 。 因 此 ,作为 基因 产物 的 蛋白 质 最 终 是 受 基 因 控 制 的 。 


氨基 酸 


| tRNA 转 接 子 
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mRNA 上 的 遗传 密码 三 联 子 


有 图 4-1 Crick 关于 tRNA 分 子 破译 mRNA 遗传 密 
码 三 联 子 的 原始 构想 


遗传 密码 是 20 世纪 60 年 代 通过 设计 出 色 的 生物 化 学 和 遗传 学 实验 阐明 
的 , 它 是 科学 史上 的 杰出 成 就 之 一 ,不 仅 为 研究 蛋白 质 的 生物 合成 提供 了 理论 
依据 ,也 证 实 了 中 心 法 则 的 正确 性 。70 年 代 以 来 ,分 子 生物 学 技术 如 DNA RNA 
序列 测定 及 氨基 酸 序列 测定 技术 的 进步 ,使 遗传 密码 的 存在 得 到 验证 。 下 面 我 
们 介绍 遗传 密码 的 来 源 及 其 特性 。 


4.1.1 三 联 子 密码 及 其 破译 
恒 日 质 中 的 氨基 酸 序列 是 由 mRNA 中 的 核 苷 酸 序列 决定 的 ， 所 以 ,要 
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知道 它们 之 间 的 关系 就 要 弄 清 核 背 酸 和 氨基 酸 数目 的 对 应 关系 。 mRNA 中 
只 有 4 种 核 苷 酸 ， 而 和 蛋白质 中 有 20 种 氨基 酸 ， 以 一 种 核 苷 酸 代 表 一 种 氮 
基 酸 是 不 可 能 的 。 若 以 两 种 核 苷 酸 作为 一 个 氨基 酸 的 密码 (二 联 子 ) , 它 
们 能 代表 的 氨基 酸 有 4:=16 种 ,还 是 不 足 20 种 。 而 假定 以 3 个 核 苷 酸 代 
表 一 个 氨基 酸 , 则 可 以 有 43=64 种 密码 ,完全 可 以 满足 编码 20 种 氨基 酸 的 
需要 。 

经 过 反复 研究 ,Crick 等 人 首先 从 遗传 学 的 角度 证 实 三 联 子 密 码 的 构想 
是 正确 的 。 他 们 发 现 T4 叭 菌 体 r[I 位 点 上 两 个 基因 的 正确 表达 与 它 能 否 侵 
染 大 肠 杆 菌 有 关 ,用 咱 啶 类 试剂 (诱导 核 苷 酸 搬 人 或 从 DNA 链 上 丢失 ) 处 理 
使 T4 噬菌体 DNA 发 生 移 码 突变 (frameshift mutation ) ,从 而 指导 生成 一 个 完 
全 不 同 的 没有 功能 的 蛋白 质 ,使 噬菌体 丧失 感染 能 力 。 若 在 模板 mRNA 中 
插入 或 删除 一 个 碱 基 ,会 改变 该 密码 子 以 后 的 全 部 氨基 酸 序 列 。 若 同时 对 模 
板 进行 插入 和 删除 试验 ,保证 后 续 密 码 子 序列 不 变 ,翻译 得 到 的 蛋白 质 序列 
就 保持 不 变 (除了 发 生 突 变 的 那个 密码 子 所 代表 的 氨基 酸 之 外 )。 如 果 同 时 
删 去 3 个 核 苷 酸 ， 翻 译 产 生 少 了 一 个 氨基 酸 的 蛋白 质 ， 但 序列 不 发 生变 化 
(图 4-2)。 另 外 ,对 烟草 坏死 卫星 病毒 的 研究 发 现 ,其 外 壳 蛋 白 亚 基 由 400 
个 氨基 酸 组 成 ,而 相应 的 RNA 片段 长 约 1 200 个 核 苷 酸 ,与 假设 的 密码 三 联 
子 体系 正好 相 吻 合 。 
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1 图 4-2 用 核 萌 酸 的 插入 或 删除 实验 证 明 mRNA 模板 上 每 
3 个 核 痛 酸 组 成 一 个 密码 子 


遗传 密码 的 破译 , 即 确定 代表 每 种 氨基 酸 的 具体 密码 ,在 20 世纪 60 
年 代 初 期 是 一 项 困难 的 任务 。 尽 管 如 此 ,由 于 体外 蛋白 质 合成 体系 的 建立 
和 核酸 人 工 合成 技术 的 发 展 ， 科 学 家 实际 上 只 花 了 几 年 时 间 就 解 开 了 这 
不 谜 ，。 

1. 以 均 聚 物 .随机 共聚 物 和 特定 序列 的 共聚 物 为 模板 指导 多 肽 的 合成 

制备 大 肠 杆 菌 的 无 细胞 合成 体系 ,在 含 DNA .mRNA .tRNA .核糖 体 、AA- 
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tRNA 合成 酶 及 其 他 酶 类 的 抽 提 物 中 加 入 DNase， 降 解体 系 中 的 DNA， 耗 尽 
mRNA 时 ,体系 中 的 蛋白 质 合 成 即 停止 , 当 补 充 外 源 mRNA 或 人 工 合成 的 各 种 
均 聚 物 或 共聚 物 作 为 模板 以 及 ATP、GTP、 氨 基 酸 等 成 分 时 又 能 合成 新 的 肽 链 ， 
新 生 肽 链 的 氨基 酸 顺 序 由 外 加 的 模板 所 决定 。 因 此 ,分 析 比 较 加 入 的 模板 和 合 
成 的 肽 链 即 可 推 知 编码 某 些 氨基 酸 的 密码 。 

1961 年 ,Nirenberg 把 poly U 作为 模板 加 入 到 上 述 无 细胞 体系 时 意外 地 发 
现 ,新 合成 的 多 肽 链 是 多 聚 葵 丙 氨 酸 ,从 而 认定 UUU 代表 苯 丙 氨 酸 (Phe)。 以 
poly C 及 poly A 做 模板 得 到 的 分 别 是 多 聚 且 氨 酸 和 多 聚 赖 氨 酸 ,这样 很 快 就 解 
决 了 3 个 氨基 酸 的 密码 子 (当然 ,一 个 氨基 酸 可 能 有 几 个 密码 子 )。 幸 运 的 是 ,由 
于 土 述 无 细胞 体系 中 M 呈 浓度 很 高 ,人工 合 成 的 多 聚 核 苷 酸 不 需要 起 始 密码 子 
就 能 指导 多 肽 的 生物 合成 , 读 码 起 始 是 随机 的 。 在 生理 Mg* 条 件 下 ,没有 起 始 密 
码 子 的 多 核 苷 酸 不 能 被 用 作 多 肽 合成 的 模板 。 

Nirenberg 及 Ochoa 等 又 用 各 种 随机 的 共聚 物 或 特定 序列 共聚 物 作 模板 合 
成 多 肽 ,例如 ,以 只 含 A、C 的 共聚 核 苷 酸 作 模板 ,任意 排列 时 可 出 现 8 种 三 联 
子 , 即 CCC CCA CAC、ACC CAA 、ACA、AAC、AAA ,获得 由 Asn His Pro .Gln、 
Thr、Lys 等 6 种 氨基 酸 组 成 的 多 肽 。 

他 们 发 现 , 以 多 聚 二 核 苷 酸 作 模板 可 合成 由 2 个 氨基 酸 组 成 的 多 肽 ,如 
以 poly UG 为 模板 合成 的 是 多 聚 Cys 和 Val， 因 为 poly UG 中 含 Cys 和 Val 的 
密码 : 

5 …UGU GUG UGU GUG UGU GUG…3' 

无 论 读 码 从 U 开始 还 是 从 G 开始 ,都 只 能 有 UGU(Cys) 及 GUG(Val) 两 种 
密码 子 。 

以 多 聚 三 核 苷 酸 作为 模板 可 得 到 有 3 种 氨基 酸 组 成 的 多 肽 。 如 以 poly UUC 
为 模板 ,可 能 有 3 种 起 读 方式 : 

5…-UUC UUC UUC UUC UUC.……3' 

或 5…UCU UCU UCU UCU UCU…3' 

或 $…CUU CUU CUU CUU CUU-…3’ 

根据 读 码 起 点 不 同 ,产生 的 密码 子 可 能 是 UUC (Phe)、UCU (Ser) 或 CUU 
(Leu) ,所 以 得 到 的 多 肽 可 能 是 多 聚 葵 丙 氨 酸 、 多 聚 丝氨酸 或 多 聚 亮 氨 酸 ,由 此 
可 知 UUC、UCU 、CUU 分 别 是 苯 丙 氨 丝氨酸 及 亮 氨 酸 的 密码 子 。 当 然 , 以 多 聚 
三 核 背 酸 为 模板 时 也 可 能 只 合成 2 种 均 聚 多 肽 ,以 poly GUA 为 例 : 

5'---GUA GUA GUA GUA GUA...3’ 

或 5'…UAG UAG UAG UAG UAG.…3’ 

或 5'…AGU AGU AGU AGU AGU.…3/ 

由 第 二 种 读 码 方式 产生 的 密码 子 UAG 是 终止 密码 ,不 编码 任何 氨基 酸 ， 
此 ,只 产生 2 种 密码 子 GUA(Val) 或 AGU(Ser), 所 以 合成 的 多 肽 要 么 是 多 聚 屿 
氨 酸 ,要 么 是 多 聚 丝氨酸 。 

2. 核糖 体 结合 技术 

Nirenberg 和 Leder 还 用 核糖 体 结合 技术 来 解决 密码 问题 。 这 个 方法 是 以 人 
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工 合成 的 三 核 苷 酸 如 UUU 、UCU、UGU 等 为 模板 ， 在 含 核糖 体 、AA-tRNA 的 适 
当 离 子 强 度 的 反应 液 中 保温 ,然后 使 反应 液 通过 硝酸 纤维 素 滤 膜 。 他 们 发 现 , 游 
离 的 AA-tRNA 因 相 对 分 子 质量 小 而 能 自由 通过 滤 膜 ， 加 入 三 核 苷 酸 模 板 可 以 
促使 其 对 应 的 AA-tRNA 结合 到 核糖 体 上 ,体积 超过 膜 上 的 微 孔 而 被 滞留 ,这 样 
就 能 把 已 结合 到 核糖 体 上 的 AA-tRNA 与 未 结合 的 AA-tRNA 分 开 。 若 用 20 种 
AA-tRNA 做 20 组 同样 的 实验 ， 每 组 都 含 20 种 AA-tRNA 和 各 种 三 核 苷 酸 ,但 
只 有 一 种 氨基 酸 用 KC 标记 ,看 哪 一 种 AA-tRNA 被 留 在 滤 膜 上 ,进一步 分 析 这 
一 组 的 模板 是 哪个 三 核 苷 酸 , 从 模板 三 核 苷 酸 与 氨基 酸 的 关系 可 测 知 该 氨基 酸 
的 密码 子 。 例 如 ,模板 是 UUU 时 ,Phe-tRNA 结合 于 核糖 体 上 ,可 知 UUU 是 Phe 
的 密码 子 ( 表 4-1)。 


表 4-1 三 核 背 酸 密码 子 能 使 特定 的 氨 酰 -tRNA 结合 到 核糖 体 上 


与 核糖 体 相 结 合 的 C 标记 的 氨 酰 -tRNA 


he ~ tRNA y tRNA Pi tRNA 


UUU 4.6*# 0 0 
AAA 0 x J 0 
CCC 0 0 < | 

* 数字 代表 特定 氨 酰 - tRNA 与 带 有 模板 三 核 苷 酸 的 核糖 体 相 结合 的 效率 。 随 机 结合 =1。 


4.1.2 ”遗传 密码 的 性 质 


1. 密码 的 连续 性 

翻译 由 mRNA 的 5 端的 起 始 密码 子 开 始 ， 一 个 密码 子 接 一 个 密码 子 连续 
地 阅读 直到 3' 终 止 密码 ,密码 间 无 间断 也 没有 重合 , 即 起 始 密码 子 决定 了 所 有 
后 续 密码 子 的 位 置 ,说 明 三 联 子 密码 是 连续 的 。 

2. 密码 的 简 并 性 (degeneracy ) 

按照 1 个 密码 子 由 3 个 核 苷 酸 组 成 的 原则 ,4 种 核 苷 酸 可 组 成 64 个 密码 
子 ,现在 已 经 知道 其 中 61 个 是 编码 氨基 酸 的 密码 子 ,另外 3 个 即 UAA 、UGA 和 
UAG 并 不 代表 任何 氨基 酸 ,它们 是 终止 密码 子 ,不 能 与 tRNA 的 反 密码 子 配对 ， 
但 能 被 终止 因子 或 释放 因子 识别 ,终止 肽 链 的 合成 ( 表 4-2)。 其 中 UAA 叫 赭石 
(ochre) 密 码 ,UAG 叫 琥 珀 (amber) 密 码 ,UGA 叫 蛋 白石 (opal) 密 码 。 细 菌 中 三 种 
终止 密码 子 的 使 用 频率 是 不 同 的 ,UAA 是 最 常用 的 ,UGA 比 UAG 的 使 用 频率 
更 高 一 点 ,但 UGA 出 错 的 可 能 性 更 大 一 些 。 

因为 存在 61 种 密码 子 而 只 有 20 种 氨基 酸 ， 所 以 许多 氨基 酸 有 多 个 密码 
子 ,实际 上 除 甲 硫 氨 酸 (ATG) 和 色 毛 酸 (UGCG) 只 有 一 个 密码 子 外 ,其 他 和 氨基酸 
都 有 一 个 以 上 的 密码 子 ,其 中 9 种 氨基 酸 有 2 个 密码 子 ,1 种 氨基 酸 有 3 个 密码 
子 ,5 种 氨基 酸 有 4 个 密码 子 ,3 种 氨基 酸 有 6 个 密码 子 ( 表 4-3)。 

由 一 种 以 上 密码 子 编码 同一 个 氨基 酸 的 现象 称 为 简 并 ,对 应 于 同一 氨基 酸 
的 密码 子 称 为 同 义 密 码 子 (synonymous codon)。 另 外 ,AUG 和 GUG 既是 甲 硫 氮 
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表 4-2 


苯 丙 氨 酸 
(Phe,F) 


苯 丙 氨 酸 
(Phe,F) 


亮 氨 酸 
(Leu,L) 


亮 氨 酸 
( Leu,L) 


亮 氨 酸 
(Leu,L) 


亮 氨 酸 
(Leu,L) 


亮 氨 酸 
(Leu,L) 


亮 氨 酸 
(Leu,L) 


异 亮 氨 酸 
(lle,1) 


异 亮 氨 酸 
(Tle,1) 


异 亮 氨 酸 
(Tle, 1) 


甲 硫 氨 酸 
(Met,M) 


纺 氨 酸 
(Val,V) 


屿 氨 酸 
(Val,V) 


屿 氨 酸 
(Val,V) 


屿 氨 酸 
(Val,V) 
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通用 遗传 密码 及 相应 的 氨基 酸 


第 二 位 (中间 ) 核 背 酸 


丝氨酸 
(Ser,S) 


丝氨酸 
(Ser,S) 


丝氨酸 
(Ser,S) 


丝氨酸 
(Ser,S) 


且 氨 酸 
(Pro,P) 


膊 氨 酸 
(Pro,P) 


膊 氨 酸 
(Pro,P) 


膊 氨 酸 
(Pro,P) 


苏 氨 酸 
(Thr,T) 


苏 氨 酸 
(Thr,T) 


苏 氨 酸 
(Thr,T) 


苏 氨 酸 
《Thr,T) 


丙 氨 酸 
(Ala,A) 


丙 氨 酸 
(Ala,A) 


丙 氨 酸 
(Ala,A) 


丙 氨 酸 
(Ala,A) 


酪 氨 酸 
(Tyr,Y) 


酪 氨 酸 
(Tyr,Y) 


终止 
(Stop) 


终止 
( Stop) 


组 氨 酸 
(His,H) 


组 氨 酸 
(His,H) 
谷 氨 酰胺 
(Gln,Q) 
谷 氨 酰胺 
(Gln,Q) 


天 冬 酰 胺 
(Asn,N) 


天 冬 酰 胺 
(Asn,N) 


赖 氨 酸 
(Lys,K) 


赖 氨 酸 
(Lys,K) 


天 冬 氨 酸 
(AsP,D) 


天 冬 氨 酸 
(AsP,D) 


谷 氨 酸 
(Glu,E) 


谷 氨 酸 
(Glu,E) 


半 胱 氨 酸 
(Cys,C) 


半 胱 氨 酸 
(Cys,C) 


终止 
( Stop) 


色 氨 酸 
(Trp,W) 


精 氨 酸 
(Arg,R) 


精 氨 酸 
(Arg,R) 


精 氨 酸 
(Arg,R) 


精 氨 酸 
(Arg,R) 


丝氨酸 
(Ser,S) 


丝氨酸 
(Ser,S) 


精 氨 酸 
(Arg,R) 


精 氨 酸 
(Arg,R) 


甘氨酸 
(Gly,G) 


甘氨酸 
(Gly,G) 


甘氨酸 
(Gly,G) 


甘氨酸 
(Gly,G) 
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表 4-3 密码 子 的 兼并 性 


并 和 氨基酸 


4 亮 氨 酸 6 
精 氨 酸 0 | 蛋氨酸 2 
天 冬 酰胺 2 | 甲 硫 氨 酸 1 
天 冬 氨 酸 2 | 关 再 氨 酸 2 
半 胱 氨 酸 2 | 膊 氨 酸 4 
谷 氨 酰胺 2 | 丝氨酸 6 
谷 氨 酸 2 苏 氨 酸 4 
甘氨酸 4 | 色 氨 酸 1 
组 氨 酸 2 ”。 酷 氨 酸 2 
异 亮 氨 酸 3 | 绍 氨 酸 4 


酸 及 统 氨 酸 的 密码 子 又 是 起 始 密码 子 ， 这 种 双重 功能 在 生物 学 上 的 意义 尚 不 
清楚 。 

同 义 密码 子 一 般 都 不 是 随机 分 布 的 ,因为 其 第 一 .第 二 位 核 苷 酸 往往 是 相 
同 的 ,而 第 三 位 核 苷 酸 的 改变 并 不 一 定 影响 所 编码 的 氨基 酸 , 这 种 安排 减少 了 
变异 对 生物 的 影响 。 一 般 说 来 ,编码 某 一 氨基 酸 的 密码 子 越 多 ,该 氨基 酸 在 蛋白 
质 中 出 现 的 频率 也 越 高 ,只 有 精 氨 酸 是 个 例外 ,因为 在 真 核 生 物 中 CG 双 联 子 出 
现 的 频率 较 低 ,所 以 尽管 有 4 个 同 义 密 码 子 ,蛋白 质 中 精 氨 酸 的 出 现 频率 仍 不 
高 ,如 图 4-3。 


实际 频率 /次 数 


0 2 4 6 8 10 12 
理论 频率 /次 数 


有 图 4-3 除了 Arg 以 外 ,编码 某 一 特定 氨基 酸 的 密码 子 个 数 与 
该 氨基 酸 在 蛋白 质 中 的 出 现 频率 相 陶 合 


3. 密码 的 通用 性 与 特殊 性 
遗传 密码 无 论 在 体内 还 是 体外 ,也 无 论 是 对 病毒 、 细 菌 ,动物 还 是 植物 而 言 
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都 是 通用 的 ,所 以 ,密码 子 具 有 通用 性 。20 世纪 70 年 代 以 后 对 各 种 生物 基因 组 
的 大 规模 测序 结果 也 充分 证 明生 物 界 基 本 共用 同一 套 遗 传 密码 。 密码 子 的 通用 
性 有 助 于 我 们 研究 生物 的 进化 。 同 时 ,遗传 密码 的 通用 性 在 遗传 工程 中 得 到 充 
分 运用 ,比如 在 细菌 中 大 量 表 达 人 类 的 外 源 蛋 白 一 一 胰岛 素 等 。 

虽然 密码 子 具 有 通用 性 ,但 也 发 现 极 少数 例外 。 在 支原体 中 ,终止 密码 子 
UGA 被 用 来 编码 色 氨 酸 ; 在 嗜 热 四 膜 虫 中 , 另 一 个 终止 密码 子 UAA 被 用 来 编码 
谷 氨 酰 胺 。 对 人 、 牛 及 酵母 线粒体 DNA 序列 和 结构 的 研究 还 发 现 ,在 线粒体 中 
也 有 一 些 例外 情况 ( 表 4-4) ,如 UGA 编码 色 氨 酸 ,而 非 终 止 密码 子 ; 甲 硫 氨 酸 
可 由 AUA 编码 等 ,体现 了 遗传 密码 的 特殊 性 。 


表 4-4 线粒体 与 核 DNA 密码 子 使 用 情况 的 比较 


线粒体 DNA 编码 的 氨基 酸 


哺乳 动物 AGA/G 终止 子 精 氨 酸 
哺乳 动物 AUA 甲 硫 氨 酸 异 亮 氨 酸 


4. 密码 子 与 反 密 码 子 的 相互 作用 
在 蛋白 质 生 物 合成 过 程 中 ,tRNA 的 反 密 码 子 在 核糖 体内 是 通过 碱 基 的 反 
向 配对 与 mRNA 上 的 密码 子 相 互 作用 的 (图 4-4)。1966 年 ,Crick 根据 立体 化 学 


Sr 


tRNA 
Ee 
mRNA 5 个 VS 3 
密码 子 
(a) 
- - 四 
反 密码 子 (3) G-C-I B= G-C-1 (5") 
密码 子 (5) C-G-A C-G-U C-G-C (3") 
| 下 3 


(b) 
1 图 4-4 mRNA 上 的 密码 子 与 tRNA 上 的 反 密 码 子 配 
对 示意 图 (a) 密码 子 与 tRNA 反 密 码 子 辟 上 相应 序列 配 
对 ;(b) 当 反 密码 子 第 一 位 是 ] 时， 密码 子 第 三 位 可 以 是 
A 


4.2 tRNA PP> 


原理 提出 摆动 假说 (wobble hypothesis) ,解释 了 反 密 码 子 中 某 些 稀有 成 分 (如 了) 
的 配对 ,以 及 许多 氨基 酸 有 2 个 以 上 密码 子 的 问题 。 

根据 摆动 假说 ,在 密码 子 与 反 密码 子 的 配对 中 ,前 两 对 严格 遵守 碱 基 配 对 
原则 ,第 三 对 碱 基 有 一 定 的 自由 度 ,可 以 “摆动 ,因而 使 某 些 tRNA 可 以 识别 1 
个 以 上 的 密码 子 。 一 个 tRNA 究竟 能 识别 多 少 个 密码 子 是 由 反 密 码 子 的 第 一 位 
碱 基 的 性 质 决定 的 , 反 密 码 子 第 一 位 为 A 或 C 时 只 能 识别 1 种 密码 子 ,为 G 或 
U 时 可 以 识别 2 种 密码 子 ,为 I 时 可 识别 3 种 密码 子 ( 表 4-5)。 如 果 有 几 个 密码 
子 同时 编码 一 个 氨基 酸 , 凡 是 第 一 ,二 位 碱 基 不 同 的 密码 子 都 对 应 于 各 自 独立 
的 tRNA。 原核 生物 中 大 约 有 30~45 种 tRNA , 真 核 细 胞 中 可 能 存在 50 种 tRNA。 


表 4-5 tRNA 上 的 反 密 码 子 与 mRNA 上 密码 子 的 配对 与 “摆动 "分 析 
反 密 码 子 第 一 位 是 C 或 A 时 ,只 能 识别 一 种 密码 子 


反 密 码 子 (3')X-Y-C(5') (3')X-Y-A(S') 
密码 子 (5')Y-X-G(3’) (5')Y-X-U(3') 
反 密 码 子 第 一 位 是 U 或 G 时 ,可 分 别 识别 两 种 密码 子 
反 密 码 子 MX-Y-U (5') CX -CG (3) 
密码 子 (S')Y-X-A/G(3') (5')Y=X=CZzg(37) 
反 密 码 子 第 一 位 是 I 时 ,可 识别 3 种 密码 子 
反 密 码 子 (3')X—-Y-1(5') 
密码 子 (5')Y -X -A/U/C(3') 
4.2 tRNA 


tRNA 在 和 蛋 白质 合成 中 处 于 关键 地 位 ， 它 不 但 为 每 个 三 联 密码 子 翻 译 成 氨 
基 酸 提供 了 接合 体 ,还 为 准确 无 误 地 将 所 需 氨基 酸 运送 到 核糖 体 上 提供 了 运送 
载体 ,所 以 , 它 又 被 称 为 第 二 遗传 密码 。 虽 然 tRNA 分 子 各 自 的 序列 不 同 ,但 所 
有 的 tRNA 都 具有 共同 的 特征 : 存在 经 过 特殊 的 修饰 碱 基 ,tRNA 的 3' 端 都 以 
CCA-OH 结束 ,该 位 点 是 tRNA 与 相应 氨基 酸 结 合 的 位 点 。 

tRNA 参与 多 种 反应 ,并 与 多 种 蛋白 质 和 核酸 相互 识别 ,这 就 决定 了 它们 在 
结构 上 存在 大 量 的 共性 。 由 于 小 片段 碱 基 互 补 配对 ,三叶草 形 tRNA 分 子 上 有 4 
条 根据 它们 的 结构 或 已 知 功 能 命名 的 手臂 : 

QO 受 体 臂 (acceptor arm) ”主要 由 链 两 端 序 列 碱 基 配 对 形成 的 杆 状 结构 和 
3' 端 未 配对 的 3~4 个 碱 基 所 组 成 ， 其 3' 端 的 最 后 3 个 碱 基 序 列 永远 是 CCA ,最 
后 一 个 碱 基 的 3' 或 2' 自 由 羟基 (一 OH) 可 以 被 氨 酰 化 。 

其 余 手 臂 均 由 碱 基 配 对 产生 的 杆 状 结构 和 无 法 配对 的 套 索 状 结构 所 组 成 。 

@ TC 臂 是 根据 3 个 核 苷 酸 命名 的 ,其 中 由 表示 拟 尿 喀 啶 ,是 tRNA 分 子 
所 拥有 的 不 常见 核 苷 酸 。 

@ 反 密 码 子 臂 是 根据 位 于 套 索 中 央 的 三 联 反 密 码 子 命 名 的 。 

@D 臂 是 根据 它 含 有 二 氢 尿 喀 啶 (dihydrouracil) 命 名 的 。 
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图 4-5 显示 了 最 常见 tRNA 分 子 的 三 叶 草 二 级 结构 形式 。tRNA 一 般 有 76 
个 碱 基 ,相对 分 子 质 量 约 为 2.5x10:。 不 同 的 tRNA 分 子 可 有 74~95 个 核 苷 酸 不 
等 ,tRNA 分 子 长 度 的 不 同 主要 是 由 其 中 的 两 条 手臂 引起 的 ,在 D 臂 中 存在 多 至 
3 个 可 变 核 苷 酸 位 点 ,包括 17 : 1( 位 于 第 17 和 18 核 苷 酸 之 间 ) 及 20 : 1、20 :2 
(位 于 第 20 和 21 核 背 酸 之 间 )。 最 常见 的 D 臂 缺失 这 3 个 核 苷 酸 ,而 最 小 的 DD 
臂 中 第 17 位 核 苷 酸 也 缺失 了 。 
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有 图 4-5 tRNA 的 三 叶 草 形 二 级 结构 


tRNA 分 子 中 最 大 的 变化 发 生 在 位 于 TwC 和 反 密 码 子 臂 之 间 的 多 余 臂 (ex- 
tra arm) 上 。 根 据 多 余 臂 的 特性 ,又 可 以 将 tRNA 分 为 两 大 类 :第 一 类 tRNA 占 所 
有 tRNA 的 75% ,只 含有 一 条 仅 为 3~5 个 核 苷 酸 的 多 余 臂 ;第 二 类 tRNA 含有 一 
条 较 大 的 多 余 臂 ， 包 括 杆 状 结构 上 的 5 个 核 苷 酸 ， 套 索 结构 上 的 3~11 个 核 昔 
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酸 。 多 余 臂 的 生物 学 功能 尚 不 清楚 。 

tRNA 的 稀有 碱 基 含 量 非常 丰富 , 约 有 70 余 种 。 每 个 tRNA 分 子 至 少 含 有 2 
个 稀有 碱 基 , 最 多 有 19 个 ,多数 分 布 在 非 配对 区 ,特别 是 在 反 密 码 子 3' 端 邻近 
部 位 出 现 的 频率 最 高 , 且 大 多 为 味 吟 核 苷 酸 , 这 对 于 维持 反 密 码 子 环 的 稳定 性 
及 密码 子 ` 反 密码 子 之 间 的 配对 是 很 重要 的 。 基因 组 研究 发 现 ,原核 生物 与 真 核 
生物 细胞 中 所 拥有 的 各 种 :RNA 基因 总 数 很 不 一 样 ( 表 4-6)。 


表 4-6 几 种 不 同 生物 中 tRNA 基因 总 数 的 比较 


tRNA 基因 总 数 生物 tRNA 基因 总 数 


人 类 
线虫 584 | 大 肠 杆菌 86 
果 蝇 284 


所 有 的 tRNA 都 能 够 与 核糖 体 的 A 位 点 (新 进入 的 氨 酰 -tRNA 的 结合 位 
点 ) 和 P 位 点 ( 肽 酰 -tRNA 的 结合 位 点 ) 结 合 ,此 时 ,tRNA 分 子 三 叶 草 型 顶端 突 
起 部 位 通过 密码 子 : 反 密码 子 的 配对 与 mRNA 相 结合 ,而 其 3' 端 恰好 将 所 运转 
的 氨基 酸 送 到 正在 延伸 的 多 肽 上 。 此 外 ,所 有 tRNA( 除 了 起 始 tRNA 外 ) 都 能 被 
翻译 辅助 因子 EF-Tu( 原 核 生物 ) 或 eEF1( 真 核 生物 ) 所 识别 而 与 核糖 体 相 结 
合 , 起 始 tRNA 能 被 原核 生物 的 起 始 因子 下 -2 或 真 核 生物 的 起 始 因 子 eIF-2 所 
识别 。 


| 4.2.1 tRNA 的 工 形 三 级 结构 


有 人 在 二 级 结构 基础 上 做 了 酵母 tRNA™ .tRNAMm 和 大 肠 杆菌 tRNAee、 
tRNA 等 的 三 级 结构 ,发 现 都 呈 工 形 折 得 (图 4-6) ,而 这 种 结构 是 靠 氢 键 来 维 


TyC 惫 氨基 酸 受 体 臂 


D 臂 (包含 第 | 20 
10~25 位 残 基 ) 


(a) (b) 


1 图 4-6 酵母 tRNA” 的 三 级 结构 示意 图 (根据 X 线 衍射 数据 绘制 ) (a) 和 (b) 表 示 用 不 同 
方法 构建 的 模型 。 
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二 本 4 生物 信息 的 传递 (下 ) 一 一 从 mRNA 到 蛋白 质 


持 的 。tRNA 的 三 级 结构 与 AA-tRNA 合 酶 对 tRNA 的 识别 有 关 。 

tRNA 的 工 形 三 级 结构 ， 保 留 了 二 级 结构 中 由 于 碱 基 互 补 而 产生 的 双 螺 旋 
杆 状 结 构 ,又 通过 分 子 重 排 创造 了 另 一 对 双 螺 旋 。 受 体 臂 和 TC 臂 的 杆 状 区 域 
构成 了 第 一 个 双 螺 旋 ,D 臂 和 反 密 码 子 臂 的 杆 状 区 域 形成 了 第 二 个 双 螺旋 ,两 
个 双 螺 旋 上 各 有 一 个 缺口 。T,C 臂 和 D 臂 的 套 索 状 结构 位 于 “L” 的 转折 点 。 所 
以 , 受 体 辟 顶端 的 碱 基 位 于 “L" 的 一 个 端点 , 反 密 码 子 辟 的 套 索 状 结构 生成 了 
“L" 的 男 一 个 端点 (图 4-7)。 


有 图 4-7 tRNA 的 | 形 三 级 结构 包含 有 两 个 双 螺 旋 


tRNA 的 三 级 结构 主要 由 在 二 级 结构 中 未 配对 碱 基 间 形成 氨 键 而 引发 的 。 
在 三 叶 草 结构 中 的 氢 键 被 称 为 次 级 氢 键 ,在 三 级 结构 中 的 就 称 为 三 级 氢 键 , 大 
部 分 恒定 或 半 恒 定 核 苷 酸 都 参与 三 级 氢 键 的 形成 。 

tRNA 高 级 结构 上 的 特点 为 我 们 提供 了 研究 其 生物 学 功能 的 重要 线索 , 因 
为 tRNA 上 所 运载 的 氨基 酸 必须 靠近 位 于 核糖 体 大 亚 基 上 的 多 肽 合成 位 点 ,而 
tRNA 上 的 反 密码 子 必须 与 小 亚 基 上 的 mRNA 相配 对 ， 所 以 分 子 中 两 个 不 同 的 
功能 基 团 是 最 大 限度 分 离 的 。 这 个 结构 形式 很 可 能 满足 了 和 蛋白质 合成 过 程 中 对 
tRNA 的 各 种 要 求 而 成 为 tRNA 的 通 式 ,研究 证 实 tRNA 的 性 质 是 由 反 密 码 子 而 
不 是 它 所 携带 的 氨基 酸 所 决定 的 。 


4.2.2 tRNA 的 功能 


转录 过 程 是 信息 从 一 种 核酸 分 子 (DNA) 转 移 到 另 一 种 结构 上 极为 相似 的 
核酸 分 子 (RNA) 的 过 程 ， 信 息 转移 靠 的 是 碱 基 配 对 。 翻译 阶段 遗传 信息 从 
mRNA 分 子 转移 到 结构 极 不 相同 的 蛋白 质 分 子 , 信 息 是 以 能 被 翻译 成 单个 氨基 
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酸 的 三 联 密码 子 形式 存在 的 ,在 这 里 起 作用 的 是 tRNA 的 解码 机 制 。 

根据 Crick 的 接合 体 假说 ,氨基酸 必须 与 一 种 接合 体 接合 ， 才 能 被 带 到 
RNA 模板 的 恰当 位 置 上 正确 合成 蛋白 质 。 所 以 ,氨基 酸 在 合成 蛋白 质 之 前 必须 
通过 AA-tRNA 合成 酶 活化 ,在 消耗 ATP 的 情况 下 结合 到 tRNA 上 ,生成 有 蛋白 
质 合 成 活性 的 AA-tRNA。 同 时 ,AA-tRNA 的 生成 还 涉及 信息 传递 的 问题 ,因为 
只 有 tRNA 上 的 反 密 码 子 能 与 mRNA 上 的 密码 子 相 互 识别 并 配对 ,而 氨基 酸 本 
身 不 能 识别 密码 子 , 只 有 结合 到 tRNA 上 生成 AA-tRNA ,才能 被 带 到 mRNA-- 核 
糖 体 复合 物 上 ,插入 到 正在 合成 的 多 肽 链 的 适当 位 置 上 。 

下 面 的 实验 证 明 模 板 mRNA 只 能 识别 特异 的 tRNA 而 不 是 氨基 酸 。"C 标 
记 的 半 胱 氨 酸 与 tRNA™ 结合 后 生成 'C- 半 胱 氨 酸 -tRNA”m， 经 Ni 催化 可 生成 
MC-Ala-tRNA™m, 再 把 AC-Ala-tRNA9S 加 进 含 血红 蛋白 mRNA 、 其 他 tRNA 、 氨 基 
酸 以 及 兔 网 织 细 胞 核糖 体 的 蛋白 质 合 成 系统 中 ,结果 发 现 &C-Ala-tRNAS 插入 
了 血红 蛋白 分 子 通常 由 半 胱 氨 酸 占据 的 位 置 上 ,这 表明 在 这 里 起 识别 作用 的 是 
tRNA 而 不 是 氨基 酸 。 


4.2.3 tRNA 的 种 类 


1. 起 始 tRNA 和 延伸 tRNA 

有 一 类 能 特异 地 识别 mRNA 模板 上 起 始 密码 子 的 tRNA 叫 起 始 tRNA ,其 
他 tRNA 统称 为 延伸 tRNA。 起 始 tRNA 具有 独特 的 有 别 于 其 他 所 有 tRNA 的 
结构 特征 。 原 核 生物 起 始 tRNA 携带 甲 酰 甲 硫 氨 酸 (fMet) , 真 核 生 物 起 始 tRNA 
携带 甲 硫 氨 酸 (Met)。 原 核 生物 中 Met-tRNAese 必须 首先 甲 酰 化 生成 fMet- 
tRNA” 才能 参与 蛋白 质 的 生物 合成 。 

2. 同 工 tRNA 

由 于 一 种 氨基 酸 可 能 有 多 个 密码 子 ,因此 有 多 个 tRNA 来 识别 这 些 密码 子 ， 
即 多 个 tRNA 代表 一 种 氨基 酸 ， 我 们 将 几 个 代表 相同 氨基 酸 的 tRNA 称 为 同 工 
tRNA(cognate tRNA)。 在 一 个 同 工 tRNA 组 内 ,所 有 tRNA 均 专 一 于 相同 的 氨 
酰 -tRNA 合成 酶 。 同 工 tRNA 既 要 有 不 同 的 反 密 码 子 以 识别 该 氨基 酸 的 各 种 同 
义 密码 ,又 要 有 某 种 结构 上 的 共同 性 ,能 被 AA-tRNA 合成 酶 识别 。 所 以 说 , 同 工 
tRNA 组 内 肯定 具备 了 足以 区 分 其 他 tRNA 组 的 特异 构造 ， 保 证 合成 酶 能 准确 
无 误 地 加 以 选择 。 到 目前 为 止 ,科学 家 还 无 法 从 一 级 结构 上 解释 tRNA 在 蛋白 
质 合成 中 的 专 一 性 。 有 证 据说 明 ,tRNA 的 二 级 和 三 级 结构 对 它 的 专 一 性 起 着 举 
足 轻重 的 作用 。 

3. 校正 tRNA 

在 蛋白 质 的 结构 基因 中 ,一 个 核 苷 酸 的 改变 可 能 使 代表 某 个 氨基 酸 的 密码 
子 变 成 终止 密码 子 (UAG、UGA `UAA ) ,使 蛋白 质 合 成 提前 终止 ,合成 无 功能 的 
或 无 意义 的 多 肽 ,这 种 突变 称 为 无 义 突变 (nonsense mutation ) ,而 无 义 突变 的 校 
正 tRNA 可 通过 改变 反 密 码 子 区 校正 无 义 突变 ( 表 4-7)。 

错 义 突变 (missense mutation) 是 由 于 结构 基因 中 某 个 核 苷 酸 的 变化 使 一 种 
氨基 酸 的 密码 变 成 男 一 种 氨基 酸 的 密码 。 错 义 突变 的 校正 tRNA 通过 反 密 码 子 
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二 二 4 生物 信息 的 传递 (下 ) 一 一 从 mRNA 到 蛋白 质 
表 4-7 大 肠 杆 菌 无 义 突 变 的 校正 tRNA 


supD Ser UCC CGA UAG CUA 
supE Gln CAG Me UAG Re 
supC Tyr UAC 和 UAG ok 
supG Lys AAA a. UAA i 


supU Trp UGG CCA UGA UCA 


区 的 改变 把 正确 的 氨基 酸 加 到 肽 链 上 ,合成 正常 的 蛋白 质 。 如 某 大 肠 杆菌 细胞 
色 氨 酸 合成 酶 中 的 一 个 甘氨酸 密码 子 GGA 错 义 突变 成 AGA( 编 码 精 氨 酸 )， 
指导 合成 错误 的 多 肽 链 。 甘 氨 酸 校正 tRNA 的 校正 基因 突变 使 其 反 密 码 子 从 
CCU 变 成 UCU， 它 仍然 是 甘氨酸 的 反 密 码 子 但 不 结合 GGA 而 能 与 突变 后 的 
AGA 密码 子 结合 ,把 正确 的 氨基 酸 (甘氨酸 ) 放 到 AGA 所 对 应 的 位 置 上 。 

校正 tRNA 在 进行 校正 过 程 中 必须 与 正常 的 tRNA 竞争 结合 密码 子 ， 无 义 
突变 的 校正 tRNA 必须 与 释放 因子 竞争 识别 密码 子 ， 错 义 突变 的 校正 tRNA 必 
须 与 该 密码 的 正常 :RNA 竞争 ,这些 都 会 影响 校正 的 效率 。 所 以 , 某 个 校正 基因 
的 效率 不 仅 决定 于 反 密 码 子 与 密码 子 的 亲和力 ,也 决定 于 它 在 细胞 中 的 浓度 及 
竞争 中 的 其 他 参数 。 一 般 说 来 ,校正 效率 不 会 超过 50%。 无 义 突变 的 校正 基因 
tRNA 不 仅 能 校正 无 义 突变 ,也 会 抑制 该 基因 3' 端 正常 的 终止 密码 子 ,导致 翻译 
过 程 的 通读 ,合成 更 长 的 蛋白 质 , 这 种 蛋白 质 过 多 就 会 对 细胞 造成 伤害 。 同 样 ， 
一 个 基因 错 义 突变 的 校正 也 可 能 使 另 一 个 基因 错误 翻译 ,因为 如 果 一 个 校正 基 
因 在 突变 位 点 通过 取代 一 种 氨基 酸 的 方式 校正 了 一 个 突变 , 它 也 可 以 在 另 一 位 
点 这 样 做 ,从 而 在 正常 位 点 上 引入 新 的 氨基 酸 。 


4.2.4 氨 酰 -tRNA 合成 酶 


氨 酰 -tRNA 合成 酶 (AA-tRNA synthetase) 是 一 类 催化 氨基 酸 与 :RNA 结合 

的 特异 性 酶 ,其 反应 式 如 下 : 
AA+tRNA+ATP—*AA-tRNA+AMP+PP. 
它 实 际 上 包括 两 步 反 应 :第 一 步 是 氨基 酸 活化 生成 酶 - 氨 酰 腺 苷 酸 复合 物 。 
AA+ATP+ 酶 (E) 一 E-AA-AMP+PP. 
第 二 步 是 氨 酰 基 转 移 到 tRNA 3' 端 腺 苷 残 基 的 2' 或 3 羟基 上 。 
E-AA-AMP+tRNA 一 AA-tRNA+E+AMP 
蛋白 质 合成 的 真实 性 主要 决定 于 tRNA 能 否 把 正确 的 氨基 酸 放 到 新 生 多 肘 
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链 的 正确 位 置 上 ， 而 这 一 步 主要 决定 于 AA-tRNA 合成 酶 是 否 能 使 氨基 酸 与 对 
应 的 tRNA 相 结 合 。AA-tRNA 合成 酶 既 要 能 识别 tRNA ,又 要 能 识别 氨基 酸 , 它 
对 两 者 都 具有 高 度 的 专 一 性 。 不 同 的 tRNA 有 不 同 的 碱 基 组 成 和 空间 结构 , 易 
被 特异 性 氨 酰 -tRNA 合成 酶 所 识别 ,困难 的 是 这 些 酶 怎么 去 识别 结构 上 非常 相 
似 的 氨基 酸 。 例 如 , 异 亮 氨 酸 只 比 织 氨 酸 多 一 个 甲 烯 基 团 ,而 异 亮 氨 酸 -tRNA 
合成 酶 对 异 亮 氨 酸 的 亲和力 比 对 纺 氨 酸 大 225 倍 。 考 虑 到 体内 强 氨 酸 的 浓度 
比 异 亮 氨 酸 高 5 倍 ， 细 所 酸 被 错误 活化 渗入 到 异 亮 氨 酸 位 点 上 去 的 概率 应 该 
是 1/40, 但 实际 上 错误 频率 (误差 率 ) 只 有 约 1.5x10*, 表 明 还 存在 其 他 重要 的 校 
正 手段 以 增加 和 蛋白 质 合成 的 真实 性 。 有 科学 家 发 现 ,被 错误 活化 的 纺 氨 酸 不 会 
被 结合 到 tRNA" 上 ,而 是 被 酶 本 身 水 解 , 即 活化 阶段 产生 的 误差 在 后 一 阶段 被 
再 次 校正 了 。 


4.3 核糖 体 


生物 细胞 内 ,核糖 体 像 一 个 能 沿 mRNA 模板 移动 的 工厂 ,执行 着 蛋白 质 合 
成 的 功能 。 它 是 由 几 十 种 蛋白 质 和 几 种 核糖 体 RNA(ribosomal RNA ,rRNA) 组 成 
的 亚 细 胞 颗粒 。 一 个 细菌 细胞 内 约 有 20 000 个 核糖 体 ,而 真 核 细 胞 内 可 达 105 
个 ,在 未 成 熟 的 蜡 蛤 卵细胞 内 则 高 达 102 个 。 这 些 颗 粒 既 可 以 游离 状态 存在 于 
细胞 内 ,也 可 与 内 质 网 结合 ,形成 微粒 体 。 核糖 体 和 它 的 辅助 因子 为 蛋白 质 生物 
合成 提供 了 必要 的 条 件 。 

运载 有 肽 链 起 始 或 延伸 必需 氨基 酸 的 AA-tRNA， 人 往往 以 令 人 难以 置信 的 
速度 进 和 人 核糖 体 ,在 起 始 或 延伸 因子 的 作用 下 ,与 mRNA 模板 和 延伸 中 的 肽 
链 相 互 作用 , 印 去 所 载 氨基 酸 后 立即 退出 核糖 体 , 以 保证 新 一 轮 合成 反应 的 
顺利 进行 。 

核糖 体 蛋 白 约 占 原核 细胞 总 蛋白 量 的 10% , 占 细胞 内 总 RNA 量 的 80%( 表 
4-8)。 在 真 核 细胞 内 ,核糖 体 RNA 所 占 的 比例 虽然 有 所 下 降 ,但 仍然 占 总 RNA 
的 绝 大 部 分 ,是 细胞 总 蛋白 的 一 个 重要 组 成 部 分 。 无 论 原核 或 真 核 细 胞 内 核糖 
体 的 含量 都 是 与 细胞 蛋白 质 合 成 活性 直接 相关 的 。 


表 4-8 核糖 体 及 其 他 组 分 在 大 肠 杆 菌 细胞 内 的 分 布 


二 


细胞 壁 10% 1 


细胞 膜 10% 2 
DNA 2% 1 
mRNA 2% 0 
tRNA 3% 1.6 x 10’ 
rRNA 21% 8 x 10° 
核糖 体 蛋 白 9% 2 x 10* 
可 溶性 蛋白 40% 10° 
小 分 子 3% 7.5 x 10° 
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在 真 核 生 物 中 ,大 多 数 正在 进行 蛋白 质 合 成 的 核糖 体 都 不 是 在 细胞 质 内 
自由 漂浮 ， 而 是 直接 或 间接 地 与 细胞 骨架 结构 有 关联 或 者 与 内 质 网 膜 结构 
相连 的 ( 国 4-8)。 细菌 核糖 体 大 都 通过 与 mRNA 的 相互 作用 ,被 固定 在 核 基 
因 组 上 。 


(a) (b) 


有 图 4-8 ”结合 在 内 质 网 上 的 核糖 体 (a) 电镜 下 看 到 的 胰腺 细胞 糖 面 内 质 网 ;(b) 局 
部 放大 后 的 图 像 。 


核糖 体 包括 两 个 亚 基 ,大 亚 基 约 为 小 亚 基 相 对 分 子 质量 的 两 倍 。 每 个 亚 基 
包含 一 个 主要 的 rRNA 成 分 和 许多 不 同 功 能 的 蛋白 质 分 子 ,这 些 分 子 大 都 以 单 
拷贝 的 形式 存在 。 大 亚 基 除了 含有 主要 rRNA 组 分 外 ,还 有 一 些 相 对 分 子 质量 
较 小 的 RNA。 核 糖 体 亚 基 中 的 主要 rRNA 基因 虽然 有 许多 个 拷贝 ,但 其 序列 十 
分 保守 ， 暗 示 rRNA 序列 在 组 成 功能 核糖 体 的 过 程 中 有 着 重要 的 作用 。 表 4-9 
是 大 肠 杆菌 核糖 体 的 基因 组 成 成 分 ,从 已 知 的 大 肠 杆菌 rRNA 和 和 蛋白 质 序列 来 
看 ,细菌 的 核糖 体 是 完全 相同 的 。 


表 4-9 大 肠 杆菌 核糖 体 基 本 成 分 


沉降 系数 70S 30S 50S 

总 体 相对 分 子 质量 2.52 x 10° 9. 30 x 10 1.59 x 10° 
主要 rRNA( 碱 基数 ) 16S(1 541) 23S(2 004) 
主要 rRNA( 碱 基数 ) 5S(120) 
RNA 相对 分 子 质量 1.66 x 10° 5.60 x 10: 1.10 x 10° 
RNA 所 占 比 例 66% 60% 70% 

贷 白 质数 量 21 36 
蛋白 质 相对 分 子 质量 8.57 x 10 3.70 x 105 4.87 x 105 
蛋白 质 所 占 比 例 34% 40% 30% 


——"" ~” 
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4.3.1 核糖 体 的 结构 


1. 核糖 体 由 大 小 两 个 亚 基 组 成 

核糖 体 是 一 个 致密 的 核糖 核 蛋 白 颗粒 ,可 以 解 离 为 两 个 亚 基 ,每 个 亚 基 都 
含有 一 个 相对 分 子 质量 较 大 的 rRNA 和 许多 不 同 的 蛋白 质 分 子 。 这 些 大 分 子 
rRNA 能 在 特定 位 点 与 蛋白 质 结合 ,从 而 完成 核糖 体 不 同 亚 基 的 组 装 。 原核 生物 
核糖 体 由 约 2/3 的 RNA 及 1/3 的 蛋白 质 组 成 。 真 核 生物 核糖 体 中 RNA 占 3/5， 
蛋白 质 占 2/5。 原核 生物 、 真 核 生物 细胞 质 及 细胞 器 中 的 核糖 体 存在 着 很 大 差异 
( 表 4-10)。 


表 4-10 几 种 不 同 生物 核糖 体 及 rRNA 的 组 成 


80 S 状 椎 动物 60 S 20 ~29 S 40 S 18 S 
5 S 
总 ,更 
80 S 无 脊椎 动物 、 植 物 60 S 25 S 40 S 16 ~18 S 
5 
5.8 S 
70 S 原核 生物 50 S 23 S 30 S 16 S 
#38 状 椎 动物 线粒体 40 S 16 ~17 S 30 S 10 ~13 S 


2. 核糖 体 和 蛋白 (ribosomal protein ,r- 和 蛋白 ) 

核糖 体 上 有 多 个 活性 中 心 ,每 个 中 心 都 由 一 组 特殊 的 核糖 体 蛋 白质 (r-pro- 
tein) 构 成 。 虽 然 有 些 蛋 白质 本 身 具 有 催化 功能 ,但 若 将 它们 从 核糖 体 上 分 离 出 
来 ,催化 功能 就 会 完全 消失 。 所 以 ,核糖 体 是 一 个 许多 酶 的 集合 体 ,单个 酶 或 蛋 
白 只 有 在 这 个 总 体 结构 内 才 拥有 催化 活性 ,它们 在 这 一 结构 中 共同 承担 了 蛋白 
质 生物 合成 的 任务 。 核 糖 体 中 许多 蛋白 质 (可 能 还 包括 rRNA ) 的 主要 功能 可 能 
就 是 建立 这 种 总 体 结构 ,使 各 个 活性 中 心 处 于 适当 的 相互 协调 的 关系 之 中 。 

已 知 大 肠 杆菌 核糖 体 小 亚 基 由 21 种 r- 和 蛋白 组 成 ， 分 别 用 S'……S2 表示 ， 
大 亚 基 由 36 种 r- 蛋 白 组 成 ,分 别 用 LI……Lx 表示 。 真 核 生 物 细胞 核糖 体 蛋 白 
质 中 ,大 亚 基 含有 49 种 -蛋白 ,小 亚 基 有 33 种 r- 蛋 白 ,它们 的 相对 分 子 质量 在 
8x103~4.0x10*。 

对 核糖 体 蛋 白质 的 二 级 和 三 级 结构 也 有 不 少 研究 。 图 4_9 是 在 高 倍 电镜 下 
得 到 的 原核 生物 70S 核糖 体 大 、 小 亚 基 相 结 合 的 模型 ,核糖 体 分 子 可 容纳 两 个 
tRNA 和 约 40 bp 长 的 mRNA。 

3. 核糖 体 RNA 

核糖 体内 的 rRNA 不 仅 是 核糖 体 的 重要 结构 成 分 ,也 是 核糖 体 发 挥 生理 功 
能 的 重要 元 件 。 下 面 详细 介绍 各 类 rRNA 的 组 成 和 功能 特点 。 
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十 二 4 生物 信息 的 传递 ( 下 ) 一 一 从 mRNA 到 蛋白 质 


原核 生物 核糖 体 ” 真 核 生物 核糖 体 
70S M.2.7X10° 80S M.42X10" 


608S 


M.1.8X10”  M.,2.8X10° 
SSTRNA 5SrRNA 

23 S rRNA 28SIrRNA 
36 种 蛋白 质 5.8 S rRNA 
49 种 蛋白 质 


M.0.9 x10° M.1.4 x10° 
16 STRNA 18 S rRNA 
21 种 蛋白 质 33 种 蛋白 质 


(b) 


有 1 图 4-9 核糖 体 结构 模型 及 原核 与 真 核 细 胞 核糖 大 小 亚 基 比较 (a) 电镜 数据 模式 图 ; 
大 亚 基 位 于 整个 分 子 的 左 侧 ， 细 绳 代表 mRNA ， 位 于 两 个 亚 基 之 间 的 是 两 个 tRNA 分 
子 ;(b) 原核 生物 70 S 核糖 体 ( 相 对 分 子 质量 2.7x105) 和 真 核 生物 80 S 核糖 体 (相对 分 
子 质量 4.2x105)。 


(1) 5S rRNA 细菌 SS rRNA 含有 120 个 核 苷 酸 ( 革 兰 阴 性 菌 ) 或 116 个 
核 苷 酸 ( 革 兰 阳性 菌 )。5SS rRNA 有 两 个 高 度 保 守 的 区 域 , 其 中 一 个 区 域 含有 保 
守 序 列 CGAAC ,这 是 与 TRNA 分 子 TJC 环 上 的 GT,CG 序列 相互 作用 的 部 位 ,是 
5S rRNA 与 tRNA 相互 识别 的 序列 。 另 一 个 区 域 含有 保守 序列 GCCGCCGAAUGC- 
GUAGU, 与 23S rRNA 的 中 一 段 序列 互补 ,这 是 SS rRNA 与 50S 核糖 体 大 亚 基 
相互 作用 的 位 点 ,在 结构 上 有 其 重要 性 ，。 

(2) 16S rRNA 16S rRNA 在 蛋白 质 的 合成 中 起 着 积极 作用 , 它 与 mRNA、 
50S 亚 基 和 P 位 和 A 位 的 tRNA 的 反 密码 子 直 接 作 用 。 其 长 度 在 1 475~1 544 
个 核 苷 酸 , 含 有 少量 修饰 碱 基 。 该 分 子 虽 然 可 被 分 成 几 个 区 ,但 全 部 压缩 在 30 S 
小 亚 基 内 。16S rRNA 的 结构 十 分 保守 ， 其 中 3' 端 一 段 ACCUCCUUA 的 保守 序 
列 , 与 mRNA 5' 端 翻译 起 始 区 富 含 嘎 叭 的 序列 互补 。 在 16S rRNA 靠近 3' 端 处 
还 有 一 段 与 23S rRNA 互补 的 序列 ,在 30S 与 50S 亚 基 的 结合 中 起 作用 。 

(3) 23S rRNA 23S rRNA 基因 的 一 级 结构 包括 2 904 个 核 苷 酸 ， 在 大 肠 
杆菌 23S rRNA 第 1 984~2 001 核 苷 酸 ， 存 在 一 段 能 与 tRNA 序列 互补 的 片 
段 , 表 明 核 糖 体 大 亚 基 23S rRNA 可 能 与 tRNA 的 结合 有 关 。 在 23S rRNA 靠 
近 5' 端 (143~157 位 核 苷 酸 ) 有 一 段 12 个 核 苷 酸 的 序列 与 SS rRNA 上 第 72~83 
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位 核 苷 酸 互 补 ,表明 在 50S 大 亚 基 上 这 两 种 RNA 之 间 可 能 存在 相互 作用 。 核糖 
体 50S 大 亚 基 上 约 有 20 种 蛋白 质 能 不 同 程度 地 与 23S rRNA 结合 。 

(4) 5.8S rRNA 5.8S rRNA 是 真 核 生物 核糖 体 大 亚 基 特有 的 rRNA ,长 
度 为 160 个 核 苷 酸 ,含有 修饰 碱 基 。 它 还 含有 与 原核 生物 SS rRNA 中 的 保守 
序列 CGAAC 相同 的 序列 ， 可 能 是 与 tRNA 作用 的 识别 序列 ， 这 说 明 5.8S 
rRNA 可 能 与 原核 生物 的 SS rRNA 具有 相似 的 功能 。 表 4-11 是 人 类 基因 组 
中 主要 rRNA 基因 拷贝 数 分 析 ,其 中 18S 和 5.8S rRNA 基因 的 数量 大 大 低 于 
原先 的 估计 。 


表 4-11 人 类 基因 组 中 主要 rRNA 基因 拷贝 数 分 析 


18S 150 ~ 200 0 40 
5.8S 150 ~ 200 1 11 
28S 150 ~ 200 0 181 
5S 200 ~ 300 4 520 


(5) 18S rRNA 酵母 18S rRNA 由 1 789 个 核 苷 酸 组 成 ， 它 的 3' 端 与 大 肠 
杆菌 16S rRNA 有 广泛 的 同 源 性 。 其 中 酵母 18S rRNA .大肠 杆菌 16S rRNA 和 人 
线粒体 12S rRNA 在 3' 端 有 50 个 核 苷 酸 序列 相同 。 

28S rRNA 长 度 约 在 3 890~4 500 bp ,目前 还 不 清楚 该 rRNA 的 功能 。 从 上 
述 讨 论 中 可 以 看 出 rRNA 与 tRNA 及 mRNA 之 间 的 相互 关系 以 及 不 同 的 rRNA 
之 间 的 关系 ,这 种 关系 是 建立 在 序列 互补 或 同 源 的 基础 之 上 的 。 

4. 核糖 体 有 3 个 tRNA 结合 位 点 

氨基 酸 由 氮 酰 -tRNA 运送 到 核糖 体 上 并 通过 这 个 tRNA 与 携带 上 一 个 氨 
基 酸 的 tRNA 的 相互 作用 ,将 新 的 氨基 


酸 加 到 正在 生长 的 新 生 和 蛋白 质 链 上 。 核 

糖 体 上 有 3 个 tRNA 结合 位 点 ,分 别称 和 

为 AP 和 玉 位 点 (图 4-10)。 其 中 ,A 位 、 P 位 点 加 
点 是 新 到 来 的 氨 酰 -tRNA 的 结合 外 ,a 属 


点 ;P 位 点 是 肽 酰 -tRNA 的 结合 位 点 ;E a 
位 点 是 延伸 过 程 中 的 多 肽 链 转 移 到 氨 mRNA 
酰 -tRNA 上 释放 tRNA 的 位 点 , 即 去 氨 上 图 4-10 核糖 体 的 3 个 tRNA 结合 位 
酰 -tRNA 通过 下 位 点 脱出 ， 被 释放 到 有 点 , 即 A.P 和 EE 位 点 
核糖 体外 的 细胞 质 中 去 。 所 以 tRNA 的 
移动 顺序 是 从 A 位 到 了 位 再 到 刁 位， 通过 密码 子 与 反 密 码 子 之 间 的 相互 作用 
保证 反应 正 向 进行 而 不 会 倒转 。 

由 于 tRNA 的 氨 酰 末端 被 定位 到 大 亚 基 上 ， 而 另 一 端的 反 密 码 子 与 结合 小 
亚 基 的 mRNA 相互 识别 ,所 以 ,每 一 个 tRNA 结合 位 点 都 横 跨 核糖 体 的 两 个 亚 
基 , 位 于 大 小 亚 基 的 交界 面 。 
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4.3.2 ”核糖 体 的 功能 
核糖 体 存在 于 每 个 进行 蛋白 质 合成 的 细胞 中 。 虽然 在 不 同 生物 体内 其 大 小 


新 生成 的 核糖 体 亚 基 


伸 长 中 的 多 肽 链 


NH+ 


有 1 图 4-11 真 核 细 胞 中 发 现 的 多 聚 核糖 体现 象 


合 ,阻碍 了 后 者 与 大 亚 基 的 结 


有 别 ,但 组 织 结构 基本 相同 ,而 且 执 行 的 功能 也 
完全 相同 (图 4-11)。 在 多 肽 合成 过 程 中 ,不 同 的 
tRNA 将 相应 的 氨基 酸 带 到 蛋白质 合成 部 位 ,并 
与 mRNA 进行 专 一 性 的 相互 作用 ,以 选择 对 信息 
专 一 的 AA-tRNA。 核 糖 体 还 必须 能 同时 容纳 另 
一 种 携带 肽 链 的 tRNA, 即 肽 酰 -tRNA (peptidyl- 
tRNA ) ,并 使 之 处 于 肽 键 易 于 生成 的 位 置 上 。 

核糖 体 包括 多 个 活性 中 心 , 即 mRNA 结合 
位 结合 或 接受 AA-tRNA 部 位 (A 位 ) .结合 或 接 
受 肽 酰 -tRNA 的 部 位 (P 位 )、 肽 基 转 移 部 位 及 形 
成 肽 键 的 部 位 ( 转 肽 酶 中 心 )。 此 外 ,还 应 有 负责 
肽 链 延 伸 的 各 种 延伸 因子 的 结合 位 点 。 

核糖 体 小 亚 基 负责 对 模板 mRNA 进行 序列 
特异 性 识别 ,如 起 始 部 分 的 识别 .密码 子 与 反 密 
码 子 的 相互 作用 等 ,mRNA 的 结合 位 点 也 在 此 亚 
基 上 。 大肠 杆 菌 中 与 翻译 的 真实 性 有 关 的 蛋白 质 
S4 及 S12 也 属 此 亚 基 ,大 亚 基 负责 携带 氨基 酸 及 
tRNA 的 功能 ,包括 肽 键 的 形成 .AA-tRNA 、 肽 酰 - 
tRNA 的 结合 等 。 

核糖 体 在 体内 及 体外 都 可 解 离 为 亚 基 或 结 
合成 70S/80S 的 颗粒 。 在 翻译 的 起 始 阶 段 需要 游 
离 的 亚 基 ,随后 才 结 合成 70S/80S 颗粒 ,开始 翻译 
进程 。 大 肠 杆菌 中 的 起 始 因子 下 -3 与 小 亚 基 结 


合 , 从 而 控制 翻译 起 始 过 程 。 体 外 反应 体系 中 , 核 


糖 体 的 解 离 或 结合 取决 于 离子 浓度 。 在 大 肠 杆菌 内 ，, Mg” 浓度 在 103mol/L 以 下 
时 ,70S 解 离 为 亚 基 , 浓 度 达 10?molL 时 则 形成 稳定 的 70S 颗粒 ,mRNA 链 上 一 
般 每 40 个 核 苷 酸 有 一 个 核糖 体 。 肽 链 释放 后 ,核糖 体 脱离 mRNA 解 聚 成 亚 基 ， 
直接 参与 另 一 轮 蛋白 质 的 合成 或 两 个 亚 基 结合 生成 稳定 的 核糖 体 ,不 参与 蛋白 


质 合成 。 


4.4 时 白质 合成 的 生物 学 机 制 


蛋白 质 (protein) 一 词 从 希腊 文 “proteios” 衍 生 而 来 的 ,是 指 按 重 要 性 排列 居 
于 第 一 位 的 东西 。 尽管 现 已 证 明 核酸 是 生命 体内 最 基本 的 物质 ， 因为 蛋白 质 的 
合成 和 结构 最 终 都 取决 于 核酸 ,但 蛋 日 质 仍 是 生物 活性 物质 中 最 重要 的 大 分 子 
组 分 ,生物 有 机 体 的 遗传 学 特性 仍然 要 通过 蛋白 质 来 得 到 表达 。 


4.4 蛋白质 合成 的 生物 学 机 制 >> 


和 蛋白质 的 生物 合成 包括 氨基 酸 活 化 , 肽 链 的 起 始 \ 伸 长 终止 以 及 新 合成 多 
肽 链 的 折合 和 加 工 , 现 将 各 阶段 的 必需 成 分 列 于 表 4-12。 


表 4-12 蛋白 质 合成 各 阶段 的 主要 成 分 简 表 


氨基 酸 的 活化 20 种 氨基 酸 
20 种 氮 酰 -tRNA 合成 酶 
20 种 或 更 多 的 tRNA 
ATP, Mg’* 

肽 链 的 起 始 mRNA 


N-=- 甲 酰 甲 硫 氨 酰 -tRNA 
mRNA 上 的 起 始 密码 子 (AUG) 


核糖 体 小 亚 基 

核糖 体 大 亚 基 . 

GTP, Mg** 

起 始 因子 (IF -1,IF -2,IF -3) 
肽 链 的 延伸 功能 核糖 体 ( 起 始 复合 物 ) 

AA -tRNA 

伸 长 因子 

GTP ,ME 

肽 基 转 移 酶 
肽 链 的 终止 GTP 

mRNA 上 的 终止 密码 子 

释放 因子 (RF -1,RF -2,RF -3) 
折 午 和 加 工 参与 起 始 氨 基 酸 的 切除 .修饰 等 加 工 过 程 的 酶 


4.4.1 氨基 酸 的 活化 


蛋白 质 的 生物 合成 是 以 氨基 酸 作为 基本 建筑 材料 的 ， 且 只 有 与 tRNA 相 结 
合 的 氨基 酸 才 能 被 准确 地 运送 到 核糖 体 中 ,参与 多 肽 链 的 起 始 或 延伸 。 表 4-13 
是 蛋白 质 中 全 部 20 种 氨基 酸 的 主要 特征 分 析 ,而 图 4-12 是 这 些 氨基 酸 的 结构 
式 。 氮 基 酸 必须 在 氨 酰 -tRNA 合成 酶 的 作用 下 生成 活化 氨基 酸 一 一 AA-tRNA。 
研究 发 现 ,至 少 存在 20 种 以 上 具有 氨基酸 专 一 性 的 氨 酰 -tRNA 合成 酶 ,能 够 识 
别 并 通过 氨基 酸 的 羧基 与 tRNA 3' 端 腺 苷 酸 核糖 基 上 3' 一 OH 缩水 形成 二 酯 
键 , 同一 氨 酰 -tRNA 合成 酶 具有 把 相同 氨基 酸 加 到 两 个 或 更 多 个 带 有 不 同 反 密 
码 子 tRNA 分 子 上 的 功能 。 

tRNA 与 相应 氨基 酸 的 结合 是 蛋白 质 合 成 中 的 关键 步骤 ， 因 为 只 要 tRNA 
携带 了 正确 的 氨基 酸 , 多 肽 合成 的 准确 性 就 相对 有 了 保障 。 

在 细菌 中 ,起 始 氨基 酸 是 甲 酰 甲 硫 氨 酸 , 所 以 ,与 核糖 体 小 亚 基 相 结合 的 是 
N- 甲 酰 甲 硫 氮 酰 -tRNA , 它 由 以 下 两 步 反 应 合成 ， 


此 jj 寺 TESTSJTEBODINA NGOIN 


S|e 


区 


& 


二 二 4 生物 信息 的 传递 ( 下 ) 一 一 从 mRNA 到 蛋白 质 
表 4-13 参与 蛋白 质 合成 的 20 种 氨基 酸 主要 特征 分 析 


非 极 性 
带 脂肪 族 R 基 团 
甘氨酸 Gly G 75 5.97 一 和 -及 区 
丙 氨 酸 Ala A 89 6.01 7 
统 氨 酸 Val  YV 117 5.97 4.2 6.6 
亮 氨 酸 7 131 5.98 3.8 9.1 
异 亮 氨 酸 lle I 131 6.02 4.5 5.3 
甲 硫 氨 酸 Met M 149 5.74 1.9 2.3 
带 芳香 族 R 基 团 
茶 再 氨 酸 he + = 165 5.48 2:8 3.9 
酷 毛 酸 Tyr Y 181 5.66 -1.3 $2 
色 氨 酸 Tip -VW 204 5.89 -0.9 1.4 
极 性 
R 基 团 呈 中 性 
丝氨酸 Ser 5S 105 5.68 -0.8 6.8 
膊 氨 酸 Pro. “PP 115 6.48 1.6 3 
苏 氨 酸 Thr  T 119 55287 -0.7 5.9 
半 胱 氨 酸 Dyn 121 5.07 2.5 1.9 
天 冬 酰胺 Asn NN 132 5.41 -3.5 4.3 
谷 氨 酰 胺 Gn 0 146 5.65 -3.5 4.2 
R 基 团 带 正 电荷 
赖 氨 酸 Lys KK 146 9.74 -3.9 和 
组 氨 酸 His  H 155 T3539 -3.2 2.3 
精 氨 酸 A 174 10.76 -4.5 本 < 
R 基 团 带 负 电荷 
天 冬 氨 酸 Asp DD 133 2.77 -3.5 5.3 
谷 氨 酸 Glu E 147 3.22 -3.5 6.3 


* 人 负 值 表示 亲 水 性 , 正 值 表示 疏水 性 。 


Met+tRNA?%“+ATP —Met-tRNA™+ AMP+PP., 
然后 ,由 甲 酰 基 转 移 酶 转移 一 个 甲 酰基 到 Met 的 氨基 上 。 
N"- 甲 酰 四 氧 叶酸 +Met-tRNA* 一 四 和 氧 叶 酸 +fMet_tRNAm 
真 核 生物 中 ， 任 何 一 个 多 肽 合成 都 是 从 生成 甲 硫 氨 酰 -tRNAiM 开始 的 , 因 
为 甲 硫 氨 酸 的 特殊 性 ,所 以 体内 存在 两 种 RNA。 只 有 甲 硫 氨 酰 -tRNAiM 才能 
与 40S 小 亚 基 相 结合 ,起 始 肽 链 合 成 ,普通 tRNA 中 携带 的 甲 硫 氨 酸 只 能 被 掺 
入 正在 延伸 的 肽 链 中 。 


4.4 蛋白 质 合成 的 生物 学 机 制 > 


非 极 性 , 带 脂肪 族 R 基 团 
Coo Co0 C00 
HiN-C-H H3AN-C-H HiN-C-H 
H 
CH; CH,; 


极 性 ,不 带电 荷 的 R 基 团 
Soo 是 
HiN-C-H 
CH,OH 


有 图 4-12 20 种 氨基 酸 的 结构 


4.4.2 ”翻译 的 起 始 


蛋白 质 合成 的 起 始 需要 核糖 体 大 、 小 亚 基 ,起 始 tRNA 和 几 十 个 蛋白 因子 的 
参与 ,在 模板 mRNA 编码 区 5' 端 形成 核糖 体 -mRNA- 起 始 tRNA 复合 物 并 将 甲 
酰 甲 硫 氨 酸 放 入 核糖 体 P 位 点 。 

原核 生物 的 起 始 tRNA 是 fMet-tRNA, 真 核 生物 是 Met-tRNAw。 原核 生物 
中 30S 小 亚 基 首 先 与 mRNA 模板 相 结合 ， 再 与 {Met-tRNAM 结合 ， 最 后 与 50S 
大 亚 基 结合 ,而 在 真 核 生 物 中 ,40S 小 亚 基 首 先 与 Met-tRNA 相 结合 ,再 与 模板 
mRNA 结合 ,最 后 与 60S 大 亚 基 结 合生 成 80S.mRNA.Met-tRNAw 起 始 复合 物 。 
起 始 复合 物 的 生成 除了 需要 GTP 提供 能 量 外 ， 还 需要 Mg* NHY 及 3 个 起 始 因 
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二 本 4 生物 信息 的 传递 (下 ) 一 一 从 mRNA 到 蛋白 质 


包 


有 图 4-13 


沥 译 起 始 复 合 物 的 形成 


子 (IF-1、IF-2、IF-3)。 起 始 因 子 与 30S 小 
亚 基 的 结合 较为 松散 ,用 1 mol/L NHisCl 处 
理 即 可 使 之 游离 。 

1. 原核 生物 翻译 的 起 始 

细菌 中 翻译 的 起 始 需要 如 下 7 种 成 分 : 

(1) 30S 小 亚 基 。 

(2) 模板 mRNA。 

(3) {Met-tRNA™, 

(4) 三 个 翻译 起 始 因子 ,IF-1 IF-2 和 
IF-3。 

(3 IP, 

(6) 50S 大 亚 基 。 

(7) Mg”。 

翻译 起 始 又 可 被 分 成 三 步 (图 4-13)。 

第 一 步 ,30S 小 亚 基 首 先 与 翻译 起 始 
因子 下 -1,IF-3 结合 ， 通 过 SD 序列 与 
mRNA 模板 相 结 合 。 

第 二 步 ， 在 IF-2 和 GTP 的 帮助 下 ， 
fMet-tRNA?%e 进入 小 亚 基 的 P 位 ,tRNA 上 
的 反 密 码 子 与 mRNA 上 的 起 始 密码 子 配 
对 

第 三 步 , 带 有 tRNA ,mRNA, 三 个 翻译 
起 始 因 子 的 小 亚 基 复合 物 与 50S 大 亚 基 结 
合 ,GTP 水 解 , 释 放 翻 译 起 始 因 子 。 

30S 亚 基 具有 专 一 性 的 识别 和 选择 
mRNA 起 始 位 点 的 性 质 ， 而 IF-3 能 协助 该 
亚 基 完 成 这 种 选择 。 研 究 发 现 ,30S 亚 基 通 
过 其 16S rRNA 的 3' 端 与 mRNA5S' 端 起 始 
密码 子 上 游 碱 基 配 对 结合 。Shine 及 Dal- 
garno 等 证 明 几 乎 所 有 原核 生物 mRNA 上 
都 有 一 个 5'-AGGAGGU-3' 序 列 ， 这 个 富 
嗓 叭 区 被 命名 为 SD 序列 (Shine-Dalgarno 
sequence)， 它 与 30S 亚 基 上 16S rRNA 3’ 
端的 富 喀 啶 区 序列 $ -GAUCACCUCCU- 
UA-3' 相 互补 (图 4-14)。 

各 种 mRNA 的 核糖 体 结合 位 点 中 能 


与 16S rRNA 配对 的 核 背 酸 数目 及 这 些 核 撒 酸 到 起 始 密码 子 之 间 的 距离 是 不 一 
样 的 ,反映 了 起 始 信号 的 不 均一 性 。 一 般 说 来 ,相互 补 的 核 苷 酸 越 多 ,30S 亚 基 与 
mRNA 起 始 位 点 结合 的 效率 也 越 高 。 互 补 的 核 苷 酸 与 AUG 之 间 的 距离 也 会 影 


4.4 ”有 蛋白质 合 成 的 生物 学 机 制 >> 


(a) E.colitrp4A (5)A G C A C 国 国 天 G 医 国 AAAUCUG 国 驮 国 GAACcGCUACGI) 
EcoliaraB  UUUGGATUEEESGUGAAAC GEGSGGCcCGaGAUUGcA 
E.colilacl CAAUUCAG 因 加 ac 回 GAAU 因 本 ^AAACCAGUA 
PX174A 和 蛋白 AAUCTUTUEERSSOCUUUUUU 四 GaGUUCGUUCU 


入 噬菌体 cro 蛋 白 A U G U A C 国定 到 BU GU GAACAACGC 
fMet 
SD 序列 与 16S rRNA 结 合 起 始 密码 子 与 fMet-tRNA ”结合 


(b) 


CCP—Ou 


16SrRNA 
3' 端 UCCUCCA 
三 三 天 三 三 至 


(SJGAUUCC UEESNSESIUUGAC C U 轿 ECGAGCUUUUAGU(G) 


有 图 4-14 细菌 mRNA 分 子 上 往往 存在 一 个 与 16S rRNA 3' 端 相互 补 的 SD 序列 


响 mRNA- 核 糖 体 复合 物 的 形成 及 其 稳定 性 。 

细菌 核糖 体 上 一 般 存在 三 个 与 氨 酰 -tRNA 结合 的 位 点 , 即 A 位 点 (aminoa- 
cyl site) ,P 位 点 (peptidyl site) 和 下位 点 (exit site)。 只 有 fMet-tRNAae 能 与 第 一 
个 P 位 点 相 结合 ,其 他 所 有 tRNA 都 必须 通过 A 位 点 到 达 了 位 点 ,再 由 下 位 点 
离开 核糖 体 。 

已 知 下 -2 对 于 30S 起 始 复合 物 与 50S 亚 基 的 连接 是 必需 的 ,而 IF-1 则 在 
70S 起 始 复合 物 生 成 后 促进 IF-2 的 释放 ,从 而 完成 蛋白 质 合 成 的 起 始 过 程 。 

2. 真 核 生物 翻译 的 起 始 

真 核 生物 蛋 白质 生物 合成 的 起 始 机 制 与 原核 生物 基本 相同 ， 其 差异 主要 
是 核糖 体 较 大 ,有 较 多 的 起 始 因子 参与 ,其 mRNA 具有 m'GpppNp 帽子 结构 ， 
Met-tRNA 不 甲 酰 化 ,mRNA 分 子 5' 端 的 “帽子 ”和 3’ 端的 多 聚 A 都 参与 形成 
翻译 起 始 复合 物 。 

有 实验 说 明 帽 子 结构 能 促进 起 始 反 应 ,因为 核糖 体 上 有 专 一 位 点 或 因子 识 
别 mRNA 的 帽子 ,使 mRNA 与 核糖 体 结合 (图 4-15)。 帽 子 在 mRNA 与 40S 亚 


40S 核 糖 体 小 亚 基 


编码 区 3' 非 编码 区 
有 图 4-15 真 核 生物 翻译 起 始 复合 物 的 形成 
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唔 本 4 生物 信息 的 传递 (下 ) 一 一 从 mRNA 到 蛋白 质 


基 结 合 过 程 中 还 起 稳定 作用 。 实 验 表明 , 带 帽 子 的 mRNA 5' 端 与 18S rRNA 的 
3' 端 序列 之 间 存 在 不 同 于 SD 序列 的 碱 基 配对 型 相互 作用 。 

40S 起 始 复合 物 形 成 过 程 中 有 一 种 蛋白 因子 一 一 帽子 结合 蛋白 (eIF- 
4E) ,能 专 一 地 识别 mRNA 的 帽子 结构 ,与 mRNA 的 5' 端 结合 生成 蛋白 质 - 
mRNA 复合 物 ,并 利用 该 复合 物 对 eIF-3 的 亲和力 与 含有 eIF-3 的 40S 亚 基 


- 
结合 。 


除了 帽子 结构 以 外 ,40S 小 亚 基 还 能 识别 mRNA 上 的 起 始 密码 子 AUG。 
Kozak 等 提出 了 一 个 “扫描 模型 "来 解释 40S 亚 基 对 mRNA 起 始 密码 子 的 识别 
作用 。 按 照 这 个 模型 ,40S 小 亚 基 先 结合 在 mRNA 5' 端 的 任何 序列 上 ,然后 沿 
mRNA 移动 直至 遇 到 AUG 发 生 较 为 稳定 的 相互 作用 ， 最 后 与 60S 亚 基 一 道 
生成 80S 起 始 复合 物 。40S 小 亚 基 之 所 以 能 在 AUG 处 停 下 ,可 能 是 由 于 Met- 
tRNAi 的 反 密码 子 与 AUG 配对 的 结果 。 

起 始 过 程 中 mRNA 与 40S 小 亚 基 结 合 时 还 需要 ATP ,这 可 能 是 因为 蛋白 质 
合成 中 消除 mRNA 二 级 结构 是 一 个 耗 能 过 程 , 需 由 ATP 水 解 提供 能 量 。 另 外 根 
据 “ 扫 描 模 型 ", 在 40S 亚 基 沿 mRNA 移动 过 程 中 也 需要 能 量 。 


4.4.3 肽 链 的 延伸 


生成 起 始 复 合 物 , 第 一 个 氨基 酸 (fMet/Met-tRNA) 与 核糖 体 结合 以 后 , 肽 链 开 
始 伸 长 。 按照 mRNA 模板 密码 子 的 排列 , 氨 
基 酸 通过 新 生 肽 键 的 方式 (图 4-16) 被 有 训 二 
序 地 结合 上 去 。 肽 链 延 伸 由 许多 循环 组 成 ， HN-CH-C-OH + H-N-CH-coo- 


每 加 一 个 氨基 酸 就 是 一 个 循环 ， 每 个 循环 6 
包括 AA-tRNA 与 核糖 体 结合 、 肘 键 的 生成 mo 个 
和 移 位 。 i i 
1. 后 续 AA-IRNA 与 核糖 体 结合 E 
起 始 复合 物 形 成 以 后 ,第 二 个 AA-tRNA 


在 延伸 因子 EF-Tu 及 GTP 的 作用 下 ， 生 成 
AA-tRNA.EF-Tu.GTP 复合 物 ,然后 结合 到 核 
糖 体 的 A 位 上 。 这 时 GTP 被 水 解释 放 ,通过 延 
伸 因 子 EF-Ts 再 生 GTP, 形 成 EF-Tu.GTP 复合 物 , 进 入 新 一 轮 循环 (图 4_17)。 

模板 上 的 密码 子 决定 了 哪 种 AA-tRNA 能 被 结合 到 A 位 上 . 由 于 EF_Tu 只 
能 与 fMet-tRNA 以 外 的 其 他 AA-tRNA 起 反应 ， 所 以 起 始 tRNA 不 会 被 结合 到 
A 位 上 ,这 就 是 mRNA 内 部 的 AUG 不 会 被 起 始 tRNA 读 出 , 肽 链 中 间 不 会 出 现 
甲 酰 甲 硫 氨 酸 的 原因 。 

2. 肽 键 的 生成 

经 过 上 一 步 反 应 后 ,在 核糖 体 .mRNA.AA-tRNA 复合 物 中 ,AA-_tRNA 占据 
A 位 ,fMet-tRNA?%% 占据 P 位 。 在 肽 基 转 移 酶 (peptidyl transferase) 的 催化 下 ,A 位 上 
的 AA-tRNA 转移 到 P 位 ,与 fMet-tRNAse 上 的 氨基 酸 生 成 肽 键 (图 4-18) ,起 始 
tRNA 在 完成 使 命 后 离开 核糖 体 P 位 点 ,A 位 点 准备 接受 新 的 AA-_tRNA , 开 


上 图 4-16 多 肽 链 上 肽 键 的 形成 一 一 
缩合 反应 


4.4 ”蛋白质 合成 的 生物 学 机 制 > 


起 始 复 合 物 


下 一 个 氨 酰 -tRNA 


人 


> (ra)-orrP 
名 


GTP 


第 二 个 氨 酰 -tRNA 
与 核糖 体 A 位 点 结合 


现 

代 

分 

3/ 子 

生 

物 

有 图 4-17 细菌 中 肽 链 延 伸 的 第 一 步 反 应 ; 第 二 个 氨 酰 -tRNA 的 结合 ”该 氨 酰 -tRNA 首先 

与 EF-Tu*GTP 形成 复合 物 ， 进 入 核糖 体 的 A 人 位， 水 解 产 生 GDP 并 在 EF-Ts 的 作用 下 释放 学 
GDP 并 使 EF-Tu 结合 另 一 分 子 GTP, 进 入 新 一 轮 循环 。 ‘se 
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二 本 4 生物 信息 的 传递 (下 ) 一 一 从 mRNA 到 蛋白 质 


P 位 点 A 位 点 


fMet-tRNA™ 


mRNA 5’ 


肽 键 形成 


去 氨 酰 -tRNA 


二 肽 酰 -tRNA， 


有 1 图 4-18 细菌 中 肽 链 延 伸 的 第 二 步 反 应 : 肽 链 的 生成 


始 下 一 轮 合 成 反应 。 

3. 移 位 

肽 键 延伸 过 程 中 最 后 一 步 反 应 是 移 位 , 即 核糖 体 向 mRNA 3' 端 方向 移动 一 
个 密码 子 (图 4-19)。 此 时 , 仍 与 第 二 个 密码 子 结合 的 二 肽 酰 -tRNA, 从 A 位 进 
和 人 了 位 ， 去 氨 酰 -tRNA 被 挤 和 人 下 上 位 ,mRNA 上 的 第 三 位 密码 子 则 对 应 于 A 位 。 
EF-G 是 移 位 所 必需 的 蛋白 质 因子 , 移 位 的 能 量 来 自 另 一 分 子 GTP 水 解 。 


4.4 ”和 蛋 日 质 合成 的 生物 学 机 制 > 


新 进入 的 氨 酰 -tRNA， 


I 
es 


Je 


核糖 体 移动 方向 
有 图 4-19 细菌 中 肘 链 延伸 的 第 三 步 反应 : 移 位 ”核糖 体 通过 EF-G 介 导 的 GTP 水 解 所 提供 


的 能 量 向 mRNA 模板 3" 端 移动 一 个 密码 子 ,使 二 肽 酰 -tRNA; 完全 进入 P 位 ,准备 开始 新 一 轮 
肽 链 延 伸 。 


pg "A 


on 


帐 痊 汪 让 由 唐 区 ' 


十 二 4 生物 信息 的 传递 (下) 一 一 从 mRNA 到 蛋白 质 


用 吧 哈 老 素 作为 抑制 剂 做 实验 表明 ,核糖 体 沿 mRNA 移动 与 肽 酰 -tRNA 的 
移 位 这 两 个 过 程 是 偶 联 的 。 

肽 链 延 伸 是 由 许多 个 这 样 的 反应 组 成 的 ,原核 生物 中 每 次 反应 共 需 3 个 延 
伸 因 子 ,EF-Tu、EF-Ts 及 EF-G ,它们 都 具有 GTP 酶 的 活性 ,EF-Tu 和 EF-Ts 能 
够 促进 AA-tRNA 进入 A 位 ,EF-G 则 促进 移 位 和 和 缉 载 tRNA 的 释放 。 真 核 生物 
细胞 需 EF-1( 对 应 于 EF-Tu 和 EF-Ts) 及 EF-2( 相 当 于 EF-G) ,消耗 2 个 CTP， 
向 生长 中 的 肽 链 加 上 一 个 氨基 酸 。 


4.4.4 肽 链 的 终止 


肽 链 的 延伸 过 程 中 ， 当 终止 密码 子 UAA UAG 或 UGA 出 现在 核糖 体 的 A 
位 时 ,没有 相应 的 AA-tRNA 能 与 之 结合 ,而 释放 因子 (release factor ,RF) 能 识别 
这 些 密 码 子 并 与 之 结合 ,水解 P 位 上 多 肽 链 与 tRNA 之 间 的 二 酯 键 。 接 着 ,新 生 
的 肽 链 和 tRNA 从 核糖 体 上 释放 ,核糖 体 大 、 小 亚 基 解体 ,蛋白 质 合成 结束 。 释 
放 因子 RF 具有 GTP 酶 活性 , 它 催化 GTP 水 解 ,使 肽 链 与 核糖 体 解 离 。 

释放 因子 有 两 类 。 工 类 释放 因子 识别 终止 密码 子 ,并 能 催化 新 合成 的 多 肽 
链 从 P 位 点 的 tRNA 中 水 解释 放出 来 ; 开 类 释放 因子 在 多 肽 链 释放 后 刺激 [ 类 
释放 因子 从 核糖 体 中 解 离 出 来 。 细 菌 细胞 内 存在 三 种 不 同 的 释放 因子 (RF1， 
RF2,RF3) ,其 中 ,RFI 和 RF2 为 工 类 释放 因子 。RF1 能 识别 UAG 和 UAA ,RF2 
识别 UGA 和 UAA。 一 旦 RF 与 终止 密码 结合 ,它们 就 能 诱导 肽 基 转 移 酶 把 一 个 
水 分 子 而 不 是 氨基 酸 加 到 延伸 中 的 肽 链 上 。RF3 为 本 类 释放 因子 ,与 核糖 体 的 
解 离 有 关 。 真 核 细 胞 的 工 类 和 开 类 释放 因子 分 别 只 有 一 种 ,eRF1 和 eRF3。I 类 
释放 因子 eRF1 能 够 识别 三 个 终止 密码 子 。 


4.4.5 和 蛋 白质 前 体 的 加 工 


新 生 的 多 肽 链 大 多 数 是 没有 功能 的 ,必须 经 过 加 工 修饰 才能 转变 为 有 活性 
的 蛋白 质 。 

1. N 端 fMet 或 Met 的 切除 

细菌 蛋白 质 氨基 端的 甲 酰基 能 被 脱 甲 酰 化 酶 水 解 ,不 管 是 原核 生物 还 是 真 
核 生物 ,N 端的 甲 硫 氨 酸 往往 在 多 肽 链 合成 完毕 之 前 就 被 切除 。 有 些 动物 病毒 
如 准 肯 灰质 炎 病 毒 的 mRNA 可 翻译 成 很 长 的 多 肽 链 , 含 多 种 病毒 蛋白 ,经 蛋白 
酶 在 特定 位 置 上 水 解 后 得 到 几 个 有 功能 的 蛋白 质 分 子 (图 4-20)。 

2. 二 硫 键 的 形成 

mRNA 中 没有 胱 氨 酸 的 密码 子 ,而 不 少 蛋 白质 都 含有 二 硫 键 ,这 是 蛋白 质 
合成 后 通过 两 个 半 胱 氨 酸 的 氧化 作用 生成 的 。 二 硫 键 的 正确 形成 对 稳定 蛋白 的 
天 然 构象 具有 重要 的 作用 。 

3. 特定 氨基 酸 的 修饰 

氨基 酸 侧 链 的 修饰 作用 包括 磷酸 化 (如 核糖 体 蛋 白质 )、 糖 基 化 (如 各 种 糖 
蛋 日 ). 甲 基 化 (如 组 蛋白 ,肌肉 蛋白 质 )、 乙 基 化 (如 组 蛋白 ) .羟基 化 (如 胶原 蛋 
白 ) 和 羧基 化 等 ,图 4-21 是 生物 体内 最 普通 发 生 修饰 作用 的 氨基 酸 残 基 及 其 修 


4.4 ”蛋白质 合成 的 生物 学 机 制 > 


多 及 
GC 
末端 切割 多 聚 重 日 的 急 制 重力 4_20 新 生 蛋 白质 经 蛋白 酶 切割 后 变 成 有 功 
能 的 成 熟 蛋白 质 左 ， 新 生 蛋白 质 在 去 掉 N 端 一 
人 部 分 残 基 后 变 成 有 功能 的 蛋白 质 ,; 右 : 某 些 病毒 或 
去 掉 N 名 
的 小 肽 及 易 易 易 细菌 可 合成 无 活性 的 多 聚 蛋白 质 ,经 蛋白 本 切割 后 
活动 蛋白 质 3 个 有 活性 的 蛋白 质 成 为 有 功能 的 成 熟 重 白 。 
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上 图 4-21 生物 体内 最 常见 的 被 修饰 的 氨基 酸 及 其 修饰 产物 


饰 产 物 , 图 4-22 是 组 蛋白 H3( 共 有 135 个 氨基 酸 残 基 )N 端 35 个 残 基 中 可 能 
出 现 的 4 种 修饰 。 糖 蛋白 主要 是 通过 和 蛋白 质 侧 链 上 的 天 冬 氨 酸 丝氨酸 、 苏 氨 酸 
残 基 加 上 糖 基 形 成 的 ,胶原 蛋白 上 的 有 睛 氨 酸 和 赖 氨 酸 多 数 是 羟基 化 的 。 实 验证 
明 ,内 质 网 可 能 是 蛋白 质 N- 糖 基 化 的 主要 场所 (图 4-23)。 

(1) 磷酸 化 主要 由 多 种 蛋白 激酶 催化 ,发生 在 丝氨酸 . 苏 氨 酸 和 栈 氨 酸 
等 三 种 氨基 酸 的 侧 链 。 
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有 图 4-22 发 生 在 小 牛 组 蛋白 H3 前 30 个 氨基 酸 残 基 中 
的 4 种 化 学 修饰 
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有 图 4-23 蛋白 质 通过 其 N 端的 信号 肽 在 内 质 网 中 
运转 到 不 同 的 细胞 器 


(2) 糖 基 化 ” 它 是 真 核 细 胞 蛋白 质 的 特征 之 一 。 大 多 数 糖 基 化 是 由 内 质 网 
中 的 糖 基 化 酶 (glycosylase) 催 化 进行 的 。 所 有 的 分 泌 蛋 白 和 膜 蛋白 几乎 都 是 
糖 基 化 蛋白 质 。 

(3) 甲 基 化 ”蛋白质 的 甲 基 化 是 由 N- 甲 基 转 移 酶 催化 的 ,该 酶 主要 存在 于 
细胞 质 内 。 甲 基 化 包括 发 生 在 Arg、His 和 Gln 的 侧 基 的 N- 甲 基 化 以 及 Clu 和 
Asp 侧 基 的 0- 甲 基 化 。 

4. 切除 新 生 肽 链 中 的 非 功能 片段 

如 新 合成 的 胰岛 素 前 体 是 前 胰岛 素 原 ,必须 先 切 去 信和 号 肽 变 成 胰岛 素 原 ,再 切 
去 C- 肽 , 才 变 成 有 活性 的 胰岛 素 ( 图 4-24)。 不 少 多 肽 类 激素 和 酶 的 前 体 都 要 经 过 
加 工 才 能 变 为 活性 分 子 ,如 血 纤维 蛋白 原 、 胰 和 蛋白酶 原 经 过 加 工 切 去 部 分 肽 段 才能 
成 为 有 活性 的 血 纤维 蛋白 、 胰 和 蛋白酶。 蜂 毒 素 能 溶解 动物 细胞 ,也 能 溶解 蜜蜂 自身 
的 细胞 ,所 以 只 能 在 细胞 内 合成 没有 活性 的 前 毒素 ,分泌 进入 刺 吸 器 后 ,其 N 端的 
22 个 氨基 酸 残 基 被 蛋白 酶 水 解 ,才能 生成 有 毒性 的 功能 蛋白 质 ( 图 4-25)、 一 般 
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Se 
有 图 4-24 ”前 胰岛 素 原 蛋 白 翻译 后 成 熟 过 程 示意 图 
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上 图 4-25 蜂 毒 蛋白 只 有 经 蛋白 酶 水 解 切 除 N 端的 22 个 氨基 酸 以 后 才 具 有 
生物 活性 ”该 胞 外 蛋白 酶 只 能 特异 性 切割 X-Y2 肽 。 其 中 义 是 丙 氨 酸 , 天 冬 氨 
酸 和 谷 氨 酸 ;Y 是 丙 氨 酸 或 肺 氨 酸 。 
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叫 弓 4 生物 信息 的 传 一 一 从 mRNA 到 蛋白 


说 来 ,由 多 个 肽 链 及 其 他 辅助 成 分 构成 的 蛋白 质 , 在 多 肽 链 合成 后 还 需 经 过 多 
肽 链 之 间 以 及 多 肽 链 与 辅 基 之 间 的 聚合 过 程 ,才能 成 为 有 活性 的 蛋白 质 。 


4.4.6 ”蛋白质 的 折 登 


由 核糖 体 合 成 的 所 有 新 生 肽 链 必须 通过 正确 的 折 友 才能 形成 动力 学 和 热 
力学 稳定 的 三 维 构象 ,从 而 表现 出 生物 学 活性 或 功能 。 因 此 ,可 以 说 蛋白 质 折 释 
是 翻译 后 形成 功能 蛋白 质 的 必 经 阶段 。 如 果 蛋 白质 折合 错误 ,其 生物 学 功能 就 
会 受到 影响 或 丧失 ,严重 者 甚至 会 引起 疾病 。 新 合成 的 蛋白 质 分 子 如 何 形 成 具 
有 功能 的 空间 结构 ? 蛋白 质 的 结构 与 功能 的 关系 等 问题 已 成 为 结构 生物 学 研究 
的 热点 。 

多 肽 链 的 折 又 是 一 个 复杂 的 过 程 ， 新 生 多 肽 一 般 首 先 折 合成 二 级 结构 , 然 
后 再 进一步 折合 盘 绕 成 三 级 结构 。 对 于 单 链 多 肽 蛋白 质 , 三 级 结构 就 已 具有 和 蛋 
白质 的 功能 ;对 于 寡 聚 蛋白 质 , 一 般 需 要 进一步 组 装 成 更 为 复杂 的 四 级 结构 , 才 
能 表现 出 天 然 蛋 白 的 活性 或 功能 。 

有 些 蛋 白质 只 有 在 另 一 些 蛋白 质 存在 的 情况 下 才能 正确 完成 折 委 过 程 , 形 
成 功能 蛋白 质 。 分 子 伴侣 (molecular chaperone) 是 目前 研究 得 比较 多 的 能 够 在 细 
胞 内 辅助 新 生 肘 链 正 确 折 肥 的 蛋白 质 。 它 是 一 类 序列 上 没有 相关 性 但 有 共同 功 
能 的 保守 性 和 蛋白质, 它们 在 细胞 内 能 帮助 其 他 多 肽 进行 正确 的 折 午 .组装 .运转 
和 降解 。 目 前 认为 细胞 内 至 少 有 两 类 分 子 伴侣 家 族 , 即 热 休 克 蛋 白 (heat shock 
protein ) 家 族 和 伴侣 素 (chaperonin ) 。 

1. 热 休 克 和 蛋白 

它 是 一 类 应 激 反 应 性 蛋白 ,包括 HSP70、HSP40 和 GrpE 三 个 家 族 ,广泛 存 
在 于 原核 及 真 核 细胞 中 。 三 者 协同 作用 ,促使 某 些 能 自发 折 又 的 蛋白 质 正 确 折 
琶 形 成 天 然 空 间 构 象 。 

2. 伴 但 素 

伴侣 素 包 括 HSP60 和 HSP10( 原 核 细胞 中 的 同 源 物 分 别 为 GroEL 和 
GroES ) ， 它 主要 是 为 非 自 发 性 折 公 蛋白 提供 能 折 个 形成 天 然 结 构 的 微 
环境 。 

伴侣 分 子 在 新 生 肽 链 折合 中 主要 通过 防止 或 消除 肽 链 的 错误 折 盔 ,增加 功 
能 性 和 蛋白 质 折 县 产 率 来 发 挥 作用 ,而 并 非 加 快 折 公 反应 速度 。 分 子 伴侣 本 身 并 
不 参与 最 终 产物 的 形成 。 


4.4.7 ”蛋白质 合成 的 抑制 剂 


蛋白 质 生 物 合成 的 抑制 剂 主 要 是 一 些 抗生素 ,如 呆 叭 堆 素 、 链 霉 素 .四 
环 素 、 氨 霉 素 、 红 霉 素 等 ,此 外 ,如 $- 甲 基色 氨 酸 、 环 已 亚 胺 .白喉 毒素 .干扰 
素 、 葛 麻 蛋白 和 其 他 核糖 体 灭 活 蛋白 等 都 能 抑制 蛋白 质 的 合成 。 这 些 抑制 剂 
不 仅 对 于 研究 蛋白 质 的 合成 机 制 十 分 重要 ， 也 是 在 临床 上 治疗 细菌 感染 的 
重要 药物 。 

抗生素 对 蛋白 质 合成 的 作用 可 能 是 阻止 mRNA 与 核糖 体 结合 〈 氧 霉 素 )， 
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或 阻止 AA-tRNA 与 核糖 体 结合 (四 环 素 类 ) ,或 干扰 AA-tRNA 与 核糖 体 结合 
而 产生 错 读 ( 链 霉 素 ,新竹 素 、 卡 那 答 素 等 ) ,或 作为 竞争 性 抑制 剂 抑 制 蛋 白质 
合成 。 

链 霉 素 是 一 种 碱 性 三 糖 ,可 以 多 种 方式 抑制 原核 生物 核糖 体 ,能 干扰 fMet- 
tRNA 与 核糖 体 的 结合 ,从 而 阻止 蛋白 质 合 成 的 正确 起 始 ,也 会 导致 mRNA 的 错 
读 。 若 以 poly U 作 模 板 , 则 除 葵 丙 氨 酸 (UUU ) 外 , 异 亮 氨 酸 (AUU ) 也 会 被 挫 人 。 
用 抗 链 霉 素 细 万 的 50S 亚 基 及 对 链 霉 素 敏 感 细菌 的 30S 亚 基 重组 获得 的 核糖 
体 对 链 霉 素 是 敏感 的 ,而 用 敏感 菌 的 50S 亚 基 及 抗 性 菌 的 30S 亚 基 组 成 的 核糖 
体 对 链 霉 素 有 抗 性 ,表明 链 霉 素 的 作用 位 点 在 30S 亚 基 上 。 图 4-26 是 几 种 常见 
蛋白 质 合 成 抑制 剂 的 化 学 结构 式 。 
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有 图 4-26 ” 几 种 常见 蛋白 质 合 成 抑制 剂 的 结构 式 


嗓 哈 霍 素 是 AA-tRNA 的 结构 类 似 物 ， 不 需要 延伸 因子 就 可 以 结合 在 核糖 
体 的 A 位 上 ， 抑制 AA-tRNA 的 进入 。 它 所 带 的 氨基 与 AA-tRNA 上 的 氨基 一 
样 ,能 与 生长 中 的 肽 链 上 的 羧基 反应 生成 肽 键 ,这 个 反应 的 产物 是 一 条 3 羧基 
端 挂 了 一 个 嘎 叭 霉 素 残 基 的 小 肽 ， 肽 栈 叮 叭 霉 素 随 后 从 核糖 体 上 解 离 出 来 ,所 
以 味 叭 霉 素 是 通过 提前 释放 肽 链 来 抑制 蛋白 质 合 成 的 (图 4-27)。 

此 外 ,青霉素 四环素 和 红 霉 素 只 与 原核 细胞 核糖 体 发 生 作 用 ,从 而 阻 遏 原 
核 生物 蛋白 质 的 合成 ,抑制 细菌 生长 。 毛 霉 素 和 味 叭 霉 素 既 能 与 原核 细胞 核糖 
体 结 合 ,又 能 与 真 核 生物 核糖 体 结合 ,妨碍 细胞 内 蛋白质 合成 ,影响 细胞 生长 。 
因此 ,前 3 种 抗生素 被 广泛 用 于 人 类 医学 ,后 两 种 则 很 少 在 医学 上 使 用 。 握 翟 素 
虽然 有 时 也 用 于 治 病 , 但 医生 只 在 前 几 种 抗生素 均 不 见效 时 才 使 用 ,剂量 和 周 
期 也 控制 得 较 严 。 
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吉本 4 生物 信息 的 传递 (下 ) 一 一 从 mRNA 到 蛋白 质 


P 位 点 A 位 点 
肽 酰 -tRNA 味 吟 霉 素 
” CH yocH， 


说 N、 
CH, CH， 


(a) (b) 


1 图 4-27 嗓 叭 霉 素 抑制 蛋白 质 合 成 的 分 子 机 制 (a) 呆 叭 老 素 的 结构 类 似 于 带 有 和 氨 
酰 的 tRNA, 能 与 核糖 体 A 位 点 相 结 合 ;(b) 肽 基 味 叭 零 素 。 


4.5 ”蛋白质 转运 机 制 


在 生物 体内 ,蛋白 质 的 合成 位 点 与 功能 位 点 常常 被 一 层 或 多 层 细胞 膜 所 隔 
开 , 这 样 就 产生 了 蛋白质 转运 的 问题 。 核 糖 体 是 真 核 生 物 细胞 内 合成 蛋白 质 的 
场所 ,几乎 在 任何 时 候 , 都 有 数 以 百 计 或 千 计 的 蛋白 质 离开 核糖 体 并 被 输送 到 
细胞 质 、 细 胞 核 线粒体 、 内 质 网 和 溶 酶 体 、 叶 绿 体 等 各 个 部 分 ,补充 和 更 新 细胞 
功能 。 由 于 细胞 各 部 分 都 有 特定 的 蛋白 质 组 分 ,因此 合成 的 蛋白 质 必 须 准 确 无 
误 地 定向 运送 才能 保证 生命 活动 的 正常 进行 。 蛋 白质 是 怎样 从 合成 部 位 运送 至 
功能 部 位 的 ? 它们 又 是 如 何 跨 膜 运送 的 ? 跨 膜 之 后 又 是 依靠 什么 信息 到 达 各 自 
“岗位 "的 ? 对 于 膜 蛋 白 来 说 ,究竟 是 什么 因素 决定 它 为 外 周 蛋 白 还 是 内 在 蛋白 ? 


4.5 有 蛋白质 转运 机 制 >> 


是 部 分 镶嵌 还 是 跨 膜 分 布 ? 在 膜 的 外 侧 还 是 内 侧 ? 这 些 都 是 十 分 有 趣 的 问题 ,也 
是 生物 膜 研究 中 非常 活跃 的 领域 (图 4_28)， 


QQQ | 分 治 和 蛋白 _ 


PS 
天 > | 洲 妆 高 尔 基体 蛋白 


有 图 4-28 蛋白 质 合成 和 转运 过 程 示意 图 

一 般 说 来 ,蛋白质 转运 可 分 为 两 大 类 : 若 某 个 蛋白 质 的 合成 和 转运 是 同时 
发 生 的 , 则 属于 翻译 -转运 同步 机 制 ; 若 蛋 白质 从 核糖 体 上 释放 后 才 发 生 转 运 ， 
则 属于 翻译 后 转运 机 制 。 这 两 种 转运 方式 都 涉及 蛋白 质 分 子 内 特定 区 域 与 细胞 
膜 结构 的 相互 关系 。 

表 4-14 列举 了 跨 膜 运输 和 杀人 入 膜 内 的 几 种 主要 和 蛋白质 ,。 从 表 中 可 知 , 分 洲 
熏 白 质 大 多 是 以 翻译 -转运 同步 机 制 运输 的 。 在 细胞 器 发 育 过 程 中 ,由 细胞 质 进 
和信 细胞 豆 的 蛋白 质 大 多 是 以 翻译 后 转运 机 制 运输 的 。 而 参与 生物 膜 形 成 的 蛋白 
质 , 则 依赖 于 上 述 两 种 不 同 的 转运 机 制 鳞 和 人 膜 内 。 

表 4-14 几 类 主要 蛋白 质 的 转运 机 制 


皇 白 性 质 转运 机 制 主要 类 型 
分 说 蛋白 质 在 结合 核糖 体 上 合成 ,并 以 ”免疫 球 蛋白 、. 卵 蛋白 水解 酶 .激素 等 
翻译 转运 同步 机 制 运 输 
细胞 器 发 育 ”和 蛋白质 在 游离 核糖 体 上 合成 ,以 翻 ” 核 叶绿体、 线粒体 、 乙 醛 酸 循环 体 、. 过 
译 后 转运 机 制 运输 氧化 物 酶 体 等 细胞 器 中 的 蛋白 质 
膜 的 形成 两 种 机 制 兼 有 质 膜 内 织 网 类 闸 体 中 的 蛋白 质 
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二 司 4 和 牛 物 信息 的 传递 ( 下) 从 mRNA 到 牌 白 质 


4.5.1 翻译 -转运 同步 机 制 


一 般 认 为 ,蛋白 质 定 位 的 信息 存在 于 该 蛋白 质 自身 结构 中 ,并且 通过 与 腊 
上 特殊 受 体 的 相互 作用 得 以 表达 ,这 就 是 信号 肽 假说 的 基础 。 这 一 假说 认为 , 蛋 
白质 跨 膜 转运 信号 也 是 由 mRNA 编码 的 。 在 起 始 密码 子 后 ,有 一 段 编码 疏水 性 
氨基 酸 序列 的 RNA 区 域 ,被 称 为 信号 序列 (图 4-29)。 信 号 序列 在 结合 核糖 体 
上 合成 后 便 与 膜 上 特定 受 体 相互 作用 ,产生 通道 ,允许 这 段 多 肽 在 延长 的 同时 
穿 过 膜 结 构 ,因此 ,这 种 方式 是 边 翻译 边 跨 膜 转运 。 


切割 位 点 


人 流 及 病毒 A 重 白 Wt [EN BI OY NR G1y1 Asp Gin — 
人 前 胰岛 素 原 彼 白 Met Ala Leu Trp Met EE Leu Leu Pro EOE Gly Pro Asp pro Ala Ala Alal Phe Val— 


牛 生长 激素 Met Met Ala Ala Gly Pro 其 G9 Thr Ser ENEEN EE Th cl Val Val Gy Ala phe— 
峰 毒素 原 蛋 白 Met SE Phe Leu Val Asn BNRIOID Ser Tyr lle Tyr Alal Ala Pro— 
果 蜗 Met DEE wee ys ya Asp pro Al。sc Glyl Cys Lys— 


1 图 4-29 和 蛋白质 通过 其 N 端的 信号 肽 在 内 质 网 中 转运 到 不 同 的 细胞 器 


绝 大 部 分 被 运 入 内 质 网 内 腔 的 蛋白 质 都 带 有 一 个 信号 肽 ,该 序列 常常 位 于 
蛋白 质 的 氨基 端 ,长 度 一 般 在 13~36 个 残 基 , 有 如 下 三 个 特点 :中 一 般 带 有 10~ 
15 个 疏水 氨基 酸 ;@) 在 靠近 该 序列 N 端 常常 有 1 个 或 数 个 带 正 电荷 的 氨基 酸 ; 
G) 在 其 C 端 靠近 蛋白 酶 切割 位 点 处 常常 带 有 数 个 极 性 氨基 酸 , 离 切割 位 点 最 近 
的 那个 氨基 酸 往往 带 有 很 短 的 侧 链 ( 丙 氨 酸 或 甘氨酸 )。 

根据 信号 肽 假说 , 同 细胞 质 中 其 他 蛋白 质 的 合成 一 样 ,分 沁 和 蛋白 的 生物 合 
成 开始 于 结合 核糖 体 , 当 翻译 进行 到 大 约 50~70 个 氨基 酸 残 基 之 后 ,信号 肽 开 
始 从 核糖 体 的 大 亚 基 露 出 ,被 粗糙 内 质 网 膜 上 的 受 体 识别 ,并 与 之 结合 。 信 和 号 
肽 过 膜 后 被 内 质 网 腔 的 信号 肽 酶 水 解 ， 正 在 合成 的 新 生 肽 随 之 通过 蛋白 孔道 
穿越 疏水 的 双 层 磷脂 。 一 旦 核糖 体 移 到 mRNA 的 “终止 "密码 子 , 蛋 白质 合成 
即 告 完 成 ,翻译 体系 解散 , 膜 上 的 蛋白 孔道 消失 ,核糖 体重 新 处 于 自由 状态 (图 
4-30)。 

如 果 说 信号 序列 在 决定 蛋白 质 的 特定 去 向 上 起 着 指导 作用 ,那么 ,信号 肽 
在 蛋白 质 运 输 过 程 中 是 如 何 起 作用 的 呢 ? 已 知 野生 型 细胞 中 ,B- 半 乳糖 酶 定位 
于 胞 质 内 ,麦芽 糖 结合 蛋白 定位 于 胞 外 ,麦芽 糖 转运 蛋白 位 于 外 膜 内 腔 ,如果 把 
B- 半 乳糖 酶 凌 基 端 基因 片段 与 麦芽 糖 转运 蛋白 和 麦芽 糖 结合 蛋白 的 氨基 端 基 
因 片 段 相连 ,并 以 此 为 模板 指导 合成 杂种 蛋白 质 ,就 可 以 通过 测定 B- 半 乳糖 酶 
的 活性 确定 杂种 蛋白 质 在 细胞 内 的 位 置 。 改变 融合 基因 中 编码 麦芽 糖 转 运 蛋 白 
氨基 端的 基因 序列 ,得 到 了 如 下 结论 : 

中 完整 的 信号 多 肽 是 保证 蛋白 质 转运 的 必要 条 件 。 信 和 号 序列 中 朴 水 性 氨 
基 酸 突变 成 亲 水 性 氨基 酸 后 ,会 阻止 蛋白 质 转运 而 使 新 生 蛋 白质 以 前 体形 式 积 
累 在 胞 质 中 。 
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4.5 生日 康 转 运 机 制 > 


(d) 


有 图 4-30 蛋白 质 跨 膜 转 运 的 信号 肽 假说 及 其 运输 过 程 (a) 蛋 白质 合成 起 始 首先 合 
成 信号 肽 ;(b)SRP 与 信号 肽 结合 ,翻译 暂停 ;(c)SRP 与 SRP 受 体 相 结合 ,核糖 体 与 腊 
结合 ,翻译 重新 开始 ;(d) 信 和 号 肽 进入 膜 结 构 ;(e) 蛋 白质 过 膜 ,信号 肽 被 切除 ,翻译 继续 
进行 ;(f) 蛋 白质 完全 过 膜 , 核 糖 体 解 离 。 


@) 仅 有 信和 号 肽 还 不 足以 保证 蛋白 质 转 运 的 发 生 。 把 麦芽 糖 转运 蛋白 中 完 
整 的 .可 水 解 的 信号 序列 加 到 B- 半 乳糖 酶 上 ,发 现 杂 种 蛋白 质 仍 以 前 体形 式 贸 
在 胞 质 内 。 所 以 说 ,要 使 蛋白 质 顺 利 跨 膜 , 还 要 求 转 运 蛋 白质 在 信号 序列 以 外 的 
部 分 有 相应 的 结构 变化 。 因 此 ,科学 家 认为 ,指导 蛋白 质 转运 的 信号 事实 上 可 能 
要 长 于 被 蛋白 酶 降解 掉 的 信号 肽 链 。 

@@ 信号 序列 的 切除 并 不 是 运转 所 必需 的 。 如 果 把 细菌 外 膜 脂 蛋白 信和 号 序 
列 中 的 甘氨酸 残 基 突 变 成 天 冬 氮 酸 残 基 , 便 能 抑制 该 蛋白 信号 肽 的 水 解 ,但 不 
能 抑制 其 跨 膜 转运 。 

@@ 并 非 所 有 的 转运 蛋白 质 都 有 可 降解 的 信号 肽 。 卵 清 蛋白 是 以 翻译 -转运 
同步 机 制 进入 微粒 体 中 的 ,但 它 并 没有 可 降解 的 信号 序列 。 有 人 认为 ,在 卵 清 蛋 
白 分 子 的 中 心 区 域 有 相当 于 信号 肽 功能 的 肽 段 存在 。 据 此 ,* 信 号 肽 "应 当 定义 
为 :能 启动 蛋白 质 转运 的 任何 一 段 多 肽 。 

研究 新 生 肽 向 内 质 网 内 腔 转运 过 程 发 现 ,SRP( 信 号 识别 蛋白 ) 和 DP( 停 千 
蛋白 ,又 称 SRP 受 体 和 蛋白) 介 导 了 蛋白 质 的 跨 膜 转 运 过程 , SRP 能 同时 识别 正在 
合成 需要 通过 内 质 网 膜 进行 转运 的 新 生 肽 和 自由 核糖 体 , 它 与 这 类 核糖 体 上 新 
生 蛋 白 的 信号 肽 结合 是 多 肽 正确 转运 的 前 提 , 但 同时 也 导致 了 该 多 肽 合成 的 暂 
时 终止 (此 时 新 生 肽 一 般 长 约 70 个 残 基 左右 )。SRP- 信 号 肽 -多 核糖 体 复合 物 
即 被 引 向 内 质 网 膜 并 与 SRP 的 受 体 一 一 DP 相 结合 。 只 有 当 SRP 与 DP 相 结合 
时 ,多 肽 合成 才 恢复 进行 ,信号 肽 部 分 通过 膜 上 的 核糖 体 受 体 及 蛋白 转运 复合 
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十 是 4 生物 信息 的 传递 ( 下) 一 一 从 mRNA 到 蛋白 质 


物 跨 膜 进 入 内 质 网 内 腔 ,新 生 肽 链 重 新 开始 延伸 。 整个 蛋白 跨 膜 以 后 ,信和 号 肽 被 
水 解 , 形 成 高 级 结构 和 成 熟 型 蛋白 质 ,并 被 运送 到 相应 细胞 器 。 SRP 与 DP 的 结合 
很 可 能 导致 受 体 聚集 而 形成 膜 孔 道 ,使 信号 肽 及 与 其 相连 的 新 生 肽 得 以 通过 。 此 
时 ,SRP 与 DP 相 分 离 并 恢复 游离 状态 。 待 翻译 过 程 结束 后 ,核糖 体 的 大 小 亚 基 
解 离 , 受 体 解 聚 ,通道 消失 ,内 质 网 膜 也 恢复 完整 的 脂 双 层 结构 (图 4-31)。 进 入 内 
质 网 内 腔 后 ， 蛋 白质 常 以 转运 载体 的 形式 被 送 和 高尔基 体 或 形成 转运 小 泡 ,分 
别 运送 到 各 自 的 亚 细 胞 位 点 。 
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有 图 4-31 新 生 蛋 白质 通过 同步 转运 途径 进入 内 质 网 内 腔 的 主要 过 程 QD 核糖 体 组 装 、 翻 译 
起 始 ;@ 位 于 蛋白 质 N 端的 信号 肽 序列 首先 被 翻译 ;(@SRP 与 核糖 体 .GTP 以 及 带 有 信号 肽 的 
新 生 蛋 白质 相 结 合 ,暂时 中 止 肽 链 延 伸 ;( 国 核糖 体 -SRP 复合 物 与 膜 上 的 受 体 相 结合 ;GTP 
水 解 ,释放 SRP 并 进入 新 一 轮 循环;@ 肽 链 重 新 开始 延伸 并 不 断 向 内 腔 运输 ;@ 信 号 肽 被 切 
除 ;(@@) 多 肽 合成 结束 ,核糖 体 解 离 并 恢复 到 翻译 起 始 前 的 状态 。 


4.5.2 ”翻译 后 转运 机 制 


研究 发 现 ,叶绿体 和 线粒体 中 有 许多 蛋白 质 和 酶 是 由 细胞 质 提供 的 ,其 中 
绝 大 多 数 以 翻译 后 转运 机 制 进入 细胞 器 内 。 

1. 线粒体 和 蛋白质 跨 膜 转运 

线粒体 是 细胞 的 “动力 站 ”, 它 虽然 含有 遗传 物质 (DNA .RNA) 以 及 核糖 体 
等 ,但 它 的 DNA 信息 含量 有 限 ,大 部 分 线粒体 蛋白 质 都 是 由 核 DNA 编码 ,在 细 
胞 质 自 由 核糖 体 上 合成 。 被 释放 至 细胞 质 ,再 跨 膜 转 运 到 线粒体 各 部 分 。 与 分 沁 
蛋白 质 通 过 内 质 网 膜 进行 转运 不 同 ,通过 线粒体 膜 的 蛋白 质 是 在 合成 以 后 再 转 
运 的 。 这 个 过 程 有 如 下 特征 : 

J 通过 线粒体 膜 的 蛋白 质 在 转运 之 前 大 多 数 以 前 体形 式 存 在 ， 它 由 
成 熟 蛋白 质 和 位 于 N 端的 一 段 前 导 肽 (leader peptide ) 共 同 组 成 。 迄今 已 有 


4.5 蛋白 质 转运 机 制 > 


40 多 种 线粒体 蛋白 质 前 导 肽 的 一 级 结构 被 阐明 ， 它 们 约 含 20~80 个 氨基 
酸 残 基 ,当前 体 蛋 白 跨 膜 时 ,前 导 肽 被 一 种 或 两 种 多 肽 酶 所 水 解 ,释放 成 熟 
蛋白 质 。 

@) 蛋白 质 通过 线粒体 内 膜 的 转运 是 一 种 需要 能 量 的 过 程 。 

3 蛋白 质 通 过 线粒体 膜 转运 时 ， 首 先 由 外 膜 上 的 Tom 受 体 复合 蛋白 识别 
与 Hsp70 或 MSF 等 分 子 伴 倡 相 结合 的 待 转运 多 肽 ， 通 过 Tom 和 Tim 组 成 的 膜 
通道 进入 线粒体 内 腔 。 和 蛋白质 跨 膜 转运 时 的 能 量 来 自 线粒体 Hsp70 引发 的 ATP 
水 解 和 膜 电 位 差 ( 图 4-32 )。 
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1 图 4-32 线粒体 蛋白 质 跨 膜 转运 


2. 前 导 肽 的 作用 与 性 质 

拥有 前 导 肽 的 线粒体 蛋白 质 前 体能 够 跨 膜 转运 进入 线粒体 ,在 这 一 过 程 中 
前 导 肽 被 水 解 ,前 体 转变 为 成 熟 蛋 白 ,失去 继续 跨 膜 能 力 。 因 此 ,前 导 肽 对 线 粒 
体 蛋 白质 的 识别 和 跨 膜 转运 显然 起 着 关键 作用 。 

前 导 肽 一 般 具 有 如 下 特性 : 带 正 电 荷 的 碱 性 氨基 酸 (特别 是 精 氨 酸 ) 含 量 较 
为 丰富 ,它们 分 散 于 不 带电 荷 的 氨基 酸 序列 之 间 ; 缺 少 带 负 电荷 的 酸性 氨基 酸 ; 
凑 基 氨基 酸 ( 特 别 是 丝氨酸 ) 含 量 较 高 ;有 形成 两 亲 ( 既 有 亲 水 又 有 朴 水 部 分 )a 
螺旋 结构 的 能 力 。 带 正 电荷 的 碱 性 氨基 酸 在 前 导 肽 中 有 重要 的 作用 ,如 果 它 们 
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被 不 带电 荷 的 氨基 酸 所 取代 ,就 不 能 发 挥 牵引 和 蛋白质 跨 膜 的 作用 ， 

前 导 肽 跨 膜 转 运 时 首先 与 线粒体 外 膜 上 的 受 体 相 结 合 ,实验 表明 ,并 非 
线粒体 蛋白 质 前 体 都 共用 一 种 受 体 ， 但 Tom 受 体 可 能 是 线粒体 蛋白 质 跨 膜 
转运 时 最 主要 的 受 体 蛋白 .线粒体 有 内 、 外 两 层 膜 ,前 导 肽 的 不 同 部 位 可 能 在 
蛋白 的 跨 膜 运输 过 程 中 发 挥 不 同 的 作用 (图 4-33)。 有 些 前 导 肽 含有 “ 止 运 
入 " 肽 段 , 当 该 肽 段 被 跨 膜 通道 中 的 受 体 蛋白 识别 时 ,所 运输 的 多 肽 将 被 定位 
在 膜 上 


前 导 肽 另 一 部 分 “信和 号 " 
可 将 蛋白 质 留 于 膜 间 


切除 , 成熟 
了 内 腔 


有 图 4-33 前 导 肽 的 不 同 区 域 可 能 在 蛋白 质 跨 膜 转 运 过 程 中 起 不 同 的 作用 


3. 叶绿体 蛋白 质 的 跨 膜 转运 

大 多 数 科 学 家 认为 ， 叶 绿 体 多 肽 是 胞 质 中 的 游离 核糖 体 上 合成 后 脱离 核糖 体 
并 折合 成 具有 三 级 结构 的 蛋白 质 分 子 ， 多 肽 上 某 些 特定 位 点 结合 于 只 有 叶绿体 膜 
上 才 有 的 特异 受 体位 点 。 叶 绿 体 定位 信和 号 肽 一 般 有 两 个 部 分 ,第 ga 
质 能 否 进 入 叶绿体 基质 ,第 二 部 分 决定 该 蛋白 能 否 进入 类 此 体 ( 图 4-34), 在 这 一 模 
中 ,于 白质 转运 是 在 出 评 局 昨 C2 后 的 全 

有 实验 把 豌豆 的 RuBP 羧 化 酶 小 亚 基 mRNA 加 入 麦 胚 无 细胞 和 蛋白质 合成 
系统 中 ,合成 了 相对 分 子 质量 为 2.0x10# 的 小 亚 基 前 体 ,离心 处 理 含 这 种 前 体 的 
麦 胚 提取 物 ,除去 核糖 体 ,发 现 小 亚 基 前 体 留 在 上 清 液 中 。 如 果 把 提纯 的 完整 叶 
绿 体 加 入 这 一 上 清 液 中 ,发 现 小 亚 基 前 体 进 入 叶绿体 基质 内 ,降解 为 成 熟 小 亚 
基 ( 相 对 分 子 质量 1.4x104) ,并 与 大 亚 基 结 合 形成 全 酶 。 由 此 证 实 ,小 亚 基 前 体 
是 从 核糖 体 上 释放 后 开始 转运 ,并 在 转运 过 程 中 发 生 蛋 白质 降解 的 。 叶 绿 体 蛋 
日 质 转运 过 程 有 如 下 特点 ， 

Qa 活性 蛋白 水 解 酶 位 于 叶绿体 基质 内 ,这 是 鉴别 翻译 后 转运 的 指标 之 一 。 


4.5 有 蛋白质 转运 机 制 > 
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NH; 细胞 质 


跨 叶 绿 体 膜 转 运 


叶绿体 外 膜 


有 图 4-34 ”叶绿体 蛋白 质 跨 腊 转 运 


从 完整 的 叶绿体 内 提取 的 可 溶性 物质 ,能 够 把 RuBP 羧 化 酶 小 亚 基 前 体 降解 或 
加 工 为 成 熟 小 亚 基 ， 离 心 后 产生 的 叶绿体 基质 和 破碎 的 叶绿体 也 具有 这 种 功 
能 ,而 类 宫 体 和 提纯 的 叶绿体 膜 都 无 此 特性 。 在 叶绿体 蛋白 质 的 翻译 后 转运 机 
制 中 ,活性 和 蛋白酶 是 可 溶性 的 ,这 一 点 也 不 同 于 分 泌 蛋 白质 的 翻译 -转运 同步 机 
制 , 因 为 后 者 活性 蛋白 酶 位 于 转运 膜 上 。 因此 ,可 根据 蛋白 水 解 酶 的 可 溶性 特征 
来 区 别 这 两 种 不 同 的 转运 机 制 。 

@) 叶绿体 膜 能 够 特异 地 与 叶绿体 蛋白 的 前 体 结合 。 从 豌豆 叶片 中 提取 
poly A mRNA , 置 于 麦 胚 提 取 物 的 上 清 液 中 合成 蛋白 质 , 并 与 分 离 的 叶绿体 膜 共 
温 育 ,发现 RuBP 羧 化 酶 小 亚 基 前 体 和 聚 光 叶 绿 素 ab 结合 蛋白 质 的 前 体 都 能 与 
叶绿体 膜 结合 ,而 提取 物 中 的 其 他 蛋白 质 不 与 膜 结合 ,说明 叶 绿 体 蛋 白质 前 体 与 
膜 之 间 存 在 着 特异 性 相互 作用 ， 或 者 说 叶绿体 膜 上 有 识别 叶绿体 蛋白 质 的 特异 
性 受 体 。 这 种 受 体 保证 叶绿体 蛋白 质 只 能 进入 叶绿体 内 ,而 不 是 其 他 细胞 器 中 。 

@ 叶绿体 蛋白 质 前 体内 可 降解 序列 因 植 物 和 蛋白 质 种 类 不 同 而 表现 出 明 
显 的 差异 。 如 衣 藻 叶绿体 中 RuBP 小 亚 基 的 可 降解 序列 含有 44 个 氨基 酸 残 基 ， 


有 图 4-35 


转运 过 程 示 意图 


中 4 生物 信息 的 传递 (下 ) 一 一 从 mRNA 到 蛋白 质 
在 烟草 叶绿体 中 相应 的 前 导 肽 含有 57 个 氨基 酸 残 基 。 


4.5.3 ”核定 位 蛋白 的 转运 机 制 


真 核 细 胞 的 细胞 核 通过 核 孔 与 核 外 相通 ,因此 , 核 孔 是 进行 双向 转运 的 分 
子 通道 。 在 细胞 质 中 合成 的 蛋白 质 一 般 通 过 核 孔 进入 细胞 核 。 所 有 核糖 体 蛋 白 
都 首先 在 细胞 质 中 被 合成 ,转运 到 细胞 核 内 ,在 核 仁 中 被 装配 成 40S 和 60S 核 
糖 体 亚 基 , 然 后 转运 回 到 细胞 质 中 行使 作为 蛋白 质 合 成 机 器 的 功能 , RNA .DNA 
聚合 酶 .组 蛋白 .拓扑 异 构 酶 及 大 量 转录 复制 调控 因子 都 必须 从 细胞 质 进 入 细 
胞 核 才能 正常 发 挥 功能 。 

在 绝 大 部 分 多 细胞 真 核 生物 中 ,每 当 细胞 发 生 分 裂 时 , 核 膜 被 破坏 ,等 到 细胞 
分 裂 完成 后 , 核 膜 被 重新 建成 ,分 散在 细胞 内 的 核 蛋 白 必须 被 重新 运 人 核 内 ,因此 ， 
为 了 核 蛋白 的 重复 定位 ， 这 些 蛋 白质 中 的 信号 肽 一 一 被 称 为 核定 位 序列 (nuclear 
localization sequence,NLS) 一 般 都 不 被 切除 。NLS 可 以 位 于 核 蛋 白 的 任何 部 位 。 

借 日 质 向 核 内 运输 过 程 需 要 一 系列 循环 于 核 内 和 细胞 质 的 蛋白 因子 包括 
核 运转 因子 (Importin)a、B 和 一 个 低 相 对 分 子 质量 GTP 酶 (Ran) 的 参与 。a 和 B 
组 成 的 异 源 二 聚 体 是 核定 位 蛋白 的 可 溶性 受 体 ,与 核定 位 序列 相 结合 的 是 a 亚 
基 。 由 上 述 三 个 蛋白 组 成 的 复合 物 停靠 在 核 孔 处 ,依靠 Ran GTP 酶 水 解 GTP 提 
供 的 能 量 进入 细胞 核 ,a 和 B 亚 基 解 离 , 核 蛋白 与 a 亚 基 解 离 ,a 和 B 分 别 通 过 
核 孔 复合 体 回 到 细胞 质 中 ,起 始 新 一 轮 蛋 白质 转运 (图 4-35)。 


核定 位 蛋白 细胞 质 


核定 位 蛋白 跨 细胞 核 腊 


4.5 蛋白 质 转运 机 制 > 


对 于 原核 细胞 来 说 ,同样 存在 蛋白 质 转运 的 问题 。 研 究 表明 ,细菌 同样 能 通 
过 定位 于 蛋白 质 N 端的 信号 肽 (图 4-36) 将 新 合成 的 多 肽 转运 到 其 内 膜 、 外 膜 、 
双 层 膜 之 间或 细胞 外 等 不 同 部 位 。 细菌 中 新 翻译 产生 的 蛋白 质 与 胞 质 中 的 分 子 
伴侣 SecB 相 结 合 后 就 能 被 运送 到 细胞 膜 转 运 复合 物 SecA-SecYEG 上 ,结合 有 
新 生 肽 的 SecA 在 自身 ATP 酶 活性 作用 下 水 解 ATP 并 嵌入 细胞 膜 之 中 ,导致 与 
SecA 相 结 合 的 被 转运 蛋白 N 端 约 20 个 氨基 酸 通 过 膜 转 运 复合 物 到 达 胞 外 。 
SecA 再 与 另 一 个 ATP 相 结合 ， 变 构 嵌 入 膜 内 的 同时 再 次 把 所 转运 蛋白 的 第 二 
部 分 运 出 胞 外 ,如 此 反复 ,直到 把 所 转运 蛋白 全 部 送 到 胞 外 (图 4-37)。 


内 膜 绰 白 切割 位 点 
噬 黄 体 纪 , 主要 外 壳 蛋 白 Met [RE Ser Lev Val Leu 3 WS Met Leu Ser Phe Ala Ala Glu 一 
噬菌体 亿 , 次 要 外 碗 蛋白 Met NTE BELO Ty Ser Hi Scr! Ala Glu— 

细胞 质 外 周 蛋白 
碳 性 磷酸 栈 散 Met BN Gin Ser Thr ENR Thr Pro Val Thr Lys Ala Arg Thr— 
充 氨 酸 特 异 结合 重 白 ”Met 国 时 Ala As Ala [EE Thr ne EWN Ser Hi Th Ala Met Alal Asp Asp— 
有 -乳糖 酶 Met Ser lle Gin [四 Phe SO OOO Cys Lo Pro va Phe Al His Pro 一 

外 膜 蛋白 
膜 脂 蛋 白 Met WE Al Thr [NE EERIE Ser Thr Leu Leu Al ay cy Ser — 
LamB 和 蛋白 Leu Met Ser Ala Gln Ala Met Alal Val Asp 一 


Thr Val Ala Gln Ala Ala Pro 一 
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有 图 4-36 定位 于 不 同 亚 细 胞 结构 的 细菌 蛋白 质 信号 肽 序列 比较 
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| 图 4-37 细菌 中 蛋白 质 全 二 全 
的 跨 膜 转运 


4.5.4 和 蛋 白质 的 降解 


越 来 越 多 的 证 据 表 明 ,生物 体内 和 蛋白质 的 降解 过 程 是 一 个 有 序 的 过 程 。 在 
大 肠 杆 菌 中 ,蛋白质 的 降解 是 通过 一 个 依赖 于 ATP 的 蛋白 酶 ( 称 为 Lon) 来 实现 
的 。 当 细胞 中 出 现 错误 的 蛋白 质 或 半衰期 很 短 的 蛋白 质 时 ,该 酶 就 被 激活 。Lon 
蛋白 酶 每 切除 一 个 肽 键 要 消耗 两 个 分 子 的 ATP。 

蛋白 质 的 半衰期 大 约 从 30 s 到 许多 天 不 等 。 虽 然 大 部 分 真 核 蛋白 的 半衰期 
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十 本 4 生物 信息 的 传递 { 下 ) 从 mRNA 到 蛋白 质 


为 数 小 时 至 数 天 , 像 血 红 和 蛋白 这 样 少数 蛋白 的 半衰期 与 细胞 周期 同样 长 (成 红 
细胞 =110 d)。 在 真 核 生物 中 ,和 蛋白质 的 降解 依赖 于 泛 和 蛋白 (ubiquitin) ,该 蛋白 只 
有 76 个 氨基 酸 残 基 , 序 列 高 度 保守 (从 酵母 和 人 细胞 中 提取 的 泛 蛋 白 几 乎 完全 
相同 ! ) ,生物 细胞 内 即将 被 降解 的 蛋白 首先 在 ATP 的 作用 下 与 泛 蛋 白 相连 (图 
4-38)。 这 个 过 程 需 有 El、E2、E3 三 个 降解 因子 参与 。 一 旦 被 降解 蛋白 与 泛 蛋 白 
相连 接 ， 这 个 复合 体 就 能 被 运送 到 相对 分 子 质量 高 达 1x10 的 蛋白 降解 体系 中 
直到 完全 降解 。 

研究 发 现 ,成熟 蛋白 N 端的 第 一 个 氨基 酸 ( 除 已 被 切除 的 N 端 甲 硫 氨 酸 之 
外 ,但 包括 翻译 后 修饰 产物 ) 在 蛋白 的 降解 中 有 着 举足轻重 的 影响 ( 表 4-15)。 
当 某 个 蛋白 质 的 N 端 是 甲 硫 氮 酸 人 苷 氨 酸 丙 氨 酸 、 丝 氨 酸 . 苏 氨 酸 和 统 氨 酸 
时 ,表现 稳定 。 其 N 端 为 赖 氨 酸 、 精 氨 酸 时 ,表现 最 不 稳定 ,平均 2~3 min 就 被 降 
解 了 。 泛 蛋白 调控 的 蛋白 质 降解 具有 重要 的 生理 意义 , 它 不 仅 能 够 清除 错误 蛋白 
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重复 这 个 过 程 可 导致 被 降解 1 图 4-38 泛 蛋 自 ( 泛 素 ) 在 E1.E2 和 E3 的 
蛋白 与 多 个 泛 蛋 白 相 连接 作用 下 与 被 降解 蛋 自 相 连接 的 过 程 
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质 , 对 细胞 生长 周期 DNA 复制 以 及 染色 体 结 构 都 有 重要 的 调控 作用 ,而 且 对 于 
理解 细胞 的 许多 生理 过 程 和 新 药 的 开发 也 具有 重要 意义 。 


表 4-15 蛋白 质 的 半衰期 与 N 端 氨基 酸 残 基 的 关系 
N 端 残 基 半衰期 
稳定 型 残 基 
甲 硫 氨 酸 . 苷 氨 酸 丙 氨 酸 丝氨酸 、 苏 氨 酸 、 纺 氨 酸 >20 h 
不 稳定 型 残 基 
异 亮 氨 酸 \ 谷 氨 酰 胺 ~30 min 
酪 氨 酸 、 谷 氨 酸 ~ 10 min 
膊 氨 酸 ~7 min 
亮 氨 酸 、 苯 两 氮 酸 、 天 冬 酰胺 、 赖 氨 酸 ~3 min 
精 氨 酸 ~ 2 min 


是 思考 是 


. 遗传 密码 有 哪些 特性 ? 

- 有 几 种 终止 密码 子 ? 它们 的 序列 和 别名 是 什么 ? 

. 简 述 摆动 学 说 。 

. tRNA 在 组 成 和 结构 上 有 哪些 特点 ? 

. 比较 原核 与 真 核 的 核糖 体 组 成 。 

. 什么 是 SD 序列 ? 其 功能 是 什么 ? 

,核糖 体 有 哪些 活性 中 心 ? 

. 真 核 生 物 与 原核 生物 在 翻译 的 起 始 过 程 中 有 哪些 区 别 ? 
. 链 突 素 为 什么 能 够 抑制 蛋白 质 的 合成 ? 

. 什么 是 信号 肽 ? 它 在 序列 组 成 上 有 哪些 特点 ? 有 什么 功能 ? 
- 简 述 叶绿体 蛋白 质 的 跨 膜 转运 机 制 。 

.蛋白质 有 哪些 翻译 后 的 加 工 修饰 ? 

. 什么 是 核定 位 序列 ? 其 主要 功能 是 什么 ? 
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分 子 生 物 池 研究 法 (上 ) 
一 DNA.RNA 及 蛋白 质 操作 技术 


分 子 生物 学 研究 之 所 以 从 20 世纪 中 叶 开 始 得 到 高 速 发 展 ， 
最 主要 的 原因 之 一 就 是 现代 分 子 生物 学 研究 方法 ,特别 是 基因 操 
作 和 基因 工程 技术 的 进步 。 基 因 操 作 主 要 包括 DNA 分 子 的 切割 
与 连接 ,核酸 分 子 杂 交 、 凝 胶 电 泳 ,细胞 转化 ,核酸 序列 分 析 以 及 
基因 的 人 工 合成 .定点 突变 和 PCR 扩 增 等 ,是 分 子 生 物 学 研究 的 
核心 技术 。 基 因 工 程 是 指 在 体外 将 核酸 分 子 插 入 病毒 ,质粒 或 其 
他 载体 分 子 ,构成 遗传 物质 的 新 组 合 , 使 之 进入 新 的 宿主 细胞 内 
并 获得 持续 稳定 增殖 能 力 和 表达 。 因 此 ,基因 工程 技术 其 实际 上 
是 核酸 操作 技术 的 一 部 分 ,只 不 过 我 们 在 这 里 强调 了 外 源 核酸 分 
子 在 男 一 种 不 同 的 宿主 细胞 中 的 繁衍 与 性 状 表达 。 事 实 上 ,这 种 
跨越 天 然 物 种 屏障 、 把 来 自任 何 生 物 的 基因 置 于 毫 无 亲缘 关系 的 
新 的 宿主 生物 细胞 之 中 的 能 力 ,是 基因 工程 技术 区 别 于 其 他 技术 
的 根本 特征 。 本 章 将 在 回顾 重组 DNA 技术 发 展 史 的 基础 上 ,讨论 
DNA 操作 技术 基因 克隆 表达 分 析 技 术 及 蛋白质 组 学 . 单 核 苷 酸 
多 态 性 分 析 等 现代 生物 学 领域 里 最 广泛 应 用 的 实验 技术 和 方法 。 


5.1 重组 DNA 技术 回顾 


近 半 个 多 世纪 来 ， 分 子 生 物 学 研究 取得 了 前 所 未 有 的 进步 ， 
概括 地 说 ,主要 有 三 大 成 就 :第 一 ,在 20 世纪 40 年 代 确 定 了 遗传 
信息 的 携带 者 , 即 基因 的 分 子 载体 是 DNA 而 不 是 蛋白 质 ,解决 了 
遗传 的 物质 基础 问题 ;第 二 ,50 年 代 提 出 了 DNA 分 子 的 双 螺旋 结 
构 模 型 和 半 保 留 复 制 机 制 ,解决 了 基因 的 自我 复制 和 世代 交替 问 
题 ;第 三 ,50 年 代 末 至 60 年 代 , 相 继 提出 了 “中 心 法 则 ”和 操纵 子 
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可 是 5 分 子 生物 学 研究 法 (上 )----DNA.、RNA 及 时 占 质 操作 技术 


学 说 ,成 功 地 破译 了 遗传 密码 ,阐明 了 遗传 信息 的 流动 与 表达 机 制 。 但 是 ,由 于 
缺乏 有 效 的 分 离 和 富 集 单一 DNA 分 子 的 技术 ， 科 学 家 无 法 对 这 类 物质 进行 直 
接 的 生物 化 学 分 析 。 事 实 上 ,DNA 分 子 体外 切割 与 连接 技术 及 核 苷 酸 序列 分 析 
技术 的 进步 直接 推动 了 重组 DNA 技术 的 产生 与 发 展 。 

为 重组 DNA 的 核心 是 用 限制 性 内 切 核酸 酶 (restriction endonuclease， 
RE) 和 DNA 连接 酶 对 DNA 分 子 进行 体外 切割 与 连接 ,所 以 ,科学 家 认为 ,这 些 
工具 酶 的 发 现 和 应 用 是 现代 生物 工程 技术 史上 最 重要 的 事件 ( 表 5-1)。 


年 份 
1869 
1957 


1959—1960 


1961 


1964 


1965 


1966 
1967 
1970 


1972—1973 


1975—1977 


1978 
1980 
1981 


1982 


1983 
1984 


1986 


表 5-1 重组 DNA 技术 史上 的 主要 事件 

村 件 
F. Miescher 首次 从 莱茵 河 链 鱼 精子 中 分 离 DNA 
A. 了 ornberg 从 大 上 肠 杆菌 中 发 现 了 DNA 聚合 酶 I 


Uchoa 发 现 RNA 聚合 酶 和 信使 RNA ,并 证 明 mRNA 决定 了 蛋白 质 分 子 
中 的 氨基 酸 序列 


Nirenberg 破译 了 第 一 个 遗传 密码 ;Jacob 和 Monod 提出 了 调节 基因 表达 
的 操纵 子 模型 


Yanofsky 和 Brenner 等 人 证 明 ,多 肽 链 上 的 氨基 酸 序列 与 该 基因 中 的 核 
苷 酸 序列 存在 着 共 线 性 关系 


Holley 完成 了 酵母 两 氨 酸 tRNA 的 全 序列 测定 ;科学 家 证 明细 菌 的 抗 药 
性 通常 由 “质粒 ”DNA 所 决定 


Nirenberg ,Uchoa ,Khorana ,Crick 等 人 破译 了 全 部 遗传 密码 
第 一 次 发 现 DNA 连接 酶 


Smith, Wilcox 和 Kelley 分 离 了 第 一 种 限制 性 内 切 核 酸 酶 ,Temin 和 Bal- 
timore 从 RNA 肿瘤 病毒 中 发 现 反 转录 酶 


Boyer, Berg 等 人 发 展 了 DNA 重组 技术 ,于 1972 年 获得 第 一 个 重组 
DNA 分 子 ,1973 年 完成 第 一 例 细菌 基因 克隆 


Sanger 与 Maxam 和 Gilbert 等 人 发 明了 DNA 序列 测定 技术 ,1977 年 完 
成 了 全 长 5 387 bp 的 噬菌体 中 174 基因 组 测定 


首次 在 大 肠 杆菌 中 生产 由 人 工会 成 基因 表达 的 人 脑 激 素 和 人 胰岛 素 
美国 联邦 最 高 法 院 裁定 微生物 基因 工程 可 以 被 专利 化 


Palmiter 和 Brinster 获得 转基因 小 鼠 , Spradling 和 Rubin 得 到 转基因 
果 蝇 


美英 批准 使 用 第 一 例 基 因 工程 药 物 一 一 胰岛 素 ,Sanger 等 人 完成 了 入 
噬菌体 48 502 bp 全 序列 测定 


获得 第 一 例 转基因 植物 
斯 坦 福 大 学 获得 关于 重组 DNA 的 专利 
GMO 首次 在 环境 中 释放 


51 重组 DNA 技术 回顾 上 


续 表 
年 份 事 件 
1988 Watson 出 任 “ 人 类 基因 组 计划 "首席 科学 家 
1989 DuPont 公司 获得 转 肿 瘤 基 因 小 鼠 一 一 ”Oncomouse” 
1992 欧 共 体 35 个 实验 室 联合 完成 酵母 第 三 染色 体 全 序列 测定 (315 kb ) 
1994 第 一 批 基因 工程 西红柿 在 美国 上 市 
1996 完成 了 酵母 基因 组 (1.25 x10 bp) 全 序列 测定 
1997 英国 爱丁堡 罗斯 林 研 究 所 获得 克隆 羊 
2000 完成 第 一 个 高 等 植物 拟 南 芥 的 全 序列 测定 (1.2 x10 bp) 
2001 完成 第 一 个 人 类 基因 组 全 序列 测定 (2.7 x 10” bp) 
2004 中 国 科学 家 完成 家 答 基 因 组 全 序列 测定 
2005 中 、 美 ,日 科学 家 联合 完成 水 稻 基 因 组 序列 测定 
2005 美德 ,日 . 意 、 以 科学 家 完成 黑猩猩 基因 组 全 序列 测定 
2003 美国 科学 家 完成 狗 基因 组 全 序列 测定 


限制 性 内 切 核 酸 酶 能 够 识别 DNA 上 的 特定 碱 基 序 列 并 从 这 个 位 点 切 开 
DNA 分 子 。1972 年 ,Boyer 实验 室 发 现 有 一 种 内 切 核酸 酶 EcoR I 能 特异 性 识 
别 GAATTC 序列 ,将 双 链 DNA 分 子 在 这 个 位 点 切 开 并 产生 具有 黏 性 未 端的 
小 片段 。 他 们 还 发 现 ,能够 把 EcoR I 酶 切 产 生 的 任何 不 同 来 源 的 DNA 片段 
通过 黏 性 末端 之 间 的 碱 基 互 补 作 用 而 彼此 “黏合 "起 来 。 此 后 ,大量 类 似 于 
EcoR 1 但 具有 独特 识别 序列 的 内 切 核 酸 酶 被 陆续 发 现 (| 外 5-1)。 截 至 目前 ， 


U 
Hind I (SIAAGCTT(3") 
BamH (SIGGATCC(3") TTCGAA 
CCTAGG 4 
+ 
Not I (SIGCGGCCGC(3") 
Cla I (SIATCGAT(3’) CGCCGGCG 
TAGCTA 4 
Pst ] (SICTGCAG(3" 
EcoR] (SIGAATTC(3") GACGTC 
CTTAAG 4 
Pvu II (SICAGCTG(3") 
EcoRV (SIGATATC(3") GTCGAC 
CTATAG 4 
, + 
1 Tth111-1 (SIGACNNNGTC(3" 
Hae I (5 JGGCC(3") CTGNNNCAG 
CCGG 


有 图 5-1 用 和 神主 要 DNA 内 切 酶 所 识别 的 序列 及 其 酶 切 位 点 
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看 5 分 子 生物 学 研究 法 {上 ) 一 一 DNA、RNA 及 和 蛋 白质 操作 技术 


科学 家 已 经 几乎 能 随心 所 谷地 把 任何 DNA 分 子 切 割 成 一 系列 不 连续 的 片 
段 ,再 利用 凝 胶 电 泳 技术 将 这 些 片段 按照 相对 分 子 质 量 大 小 逐一 分 开 , 供 下 
一 步 研 究 。 

1967 年 ,世界 上 有 5 个 实验 室 几 乎 同时 报道 了 通过 合成 相 邻 核 苷 酸 之 间 的 
磷酸 二 酯 键 ,从 而 修复 缺口 或 催化 黏合 完全 分 离 的 两 个 DNA 片段 的 DNA 连接 
酶 (图 5-2)。 当 然 ， 仅 仅 能 在 体外 利用 限制 性 内 切 核 酸 酶 和 DNA 连接 酶 进行 
DNA 的 切割 和 重组 ,还 远 远 不 能 满足 基因 工程 的 要 求 , 因 为 大 多 数 DNA 片段 不 
具备 自我 复制 的 能 力 , 只 有 将 它们 连接 到 具备 自主 复制 能 力 的 DNA 分 子 上 , 才 
能 在 宿主 细胞 中 进行 繁殖 。 这 种 具备 自主 复制 能 力 的 DNA 分 子 就 是 所 谓 分 子 
克隆 的 载体 (vector) ,病毒 噬菌体 和 质粒 等 小 相对 分 子 质量 复 制 子 都 可 以 作为 
基因 导入 的 载体 。 

获得 了 用 外 源 DNA 片段 和 载体 分 子 重组 而 成 的 杂种 DNA 分 子 后 ,还 必须 
通过 一 个 被 称 为 细菌 转化 的 过 程 将 其 重新 导入 到 宿主 细胞 中 ， 才 能 保证 重组 
DNA 分 子 的 增殖 (图 5-3)。1970 年 ,Mandel 和 Higa 发 现 ,大 肠 杆菌 细胞 经 适量 
氧化 钙 处 理 后 ,能 有 效 地 吸收 A 叭 菌 体 DNA。1972 年 ,Cohen 等 人 又 报道 ,经 氧 
化 钙 处 理 的 大 肠 杆菌 细胞 同样 能 够 摄取 质粒 DNA。 从 此 ,大 肠 杆菌 就 成 了 分 子 
克隆 中 最 常用 的 转化 受 体 。 同 年 ,美国 斯 坦 福 大 学 的 Berg 等 人 在 体外 用 限制 性 
内 切 核 酸 酶 EcoR I 分别 消化 猿 猴 病毒 SV40 和 入 噬菌体 DNA ,再 用 T4 DNA 连 
接 酶 将 两 种 不 同 的 消化 片段 连接 起 来 ， 首 次 获得 了 同时 含有 SV40 和 入 噬菌体 
DNA 的 重组 DNA。1973 年 ,Cohen 实验 室 也 成 功 地 进行 了 体外 DNA 重组 ,他们 
将 分 别 经 限制 性 内 切 核 酸 酶 处 理 的 编码 卡 那 霉 素 抗 性 基因 的 大 肠 杆 菌 质粒 
R6-5 DNA 与 编码 四 环 素 抗 性 基因 的 另 一 种 大 肠 杆菌 质粒 pSC101 DNA 混合 后 
加 入 T4 DNA 连接 酶 ， 得 到 的 重组 杂种 DNA 分 子 表现 出 既 抗 卡 那 霉 素 又 抗 四 
环 素 的 双重 抗 性 特征 。 

R6-5 和 pSC101 都 是 来 自 大 肠 杆 菌 的 质粒 DNA， 由 它们 形成 的 重组 DNA 
分 子 可 以 在 原来 的 宿主 细胞 中 增殖 ,这 似乎 还 比较 容易 理解 。 那 么 ,不 同 物种 的 
外 源 DNA 片段 是 否 也 可 以 在 大 肠 杆菌 细 胞 中 增殖 呢 ? 为 了 回答 这 个 问题 ,Co- 
hen 和 Boyer 等 人 合作 ， 把 非洲 爪 蟾 核糖 体 蛋白 基因 片段 与 pSC101 质粒 DNA 
片段 重组 后 导入 大 肠 杆菌 ,证 明 动物 基因 也 能 进入 大 肠 杆 菌 细胞 并 转录 出 相应 
的 mRNA 分 子 。 上 述 实验 表明 : 

(1) 像 pSC101 这 样 的 质粒 DNA 分 子 可 以 作为 基因 克隆 的 载体 ,从 而 把 外 
源 DNA 导入 宿主 细胞 。 

(2) 像 非 洲 爪 蟾 这 样 的 高 等 生物 的 基因 也 可 以 被 成 功 地 转移 到 原核 
细胞 中 并 实现 其 功能 表达 。 

(3) 质粒 DNA- 大 肠 杆菌 细胞 作为 一 种 成 功 的 基因 克隆 体系 ,有 可 能 在 重组 
DNA 或 基因 工程 研究 中 发 挥 重要 作用 。 


5.1 重组 DNA 技术 回顾 > 
识别 序列 切割 位 点 


---GG GCTTCGCATTAG GC--- 
---CC CGAAGCGTAAT TCG--- 


|” RI | Eco RV 


SS 人 AN 66 RE 


CGAAGCGTAATC 


平 末 端 
(b) 
DNA 连 接 酶 
质粒 载体 ， 
经 Eco R I 和 Pvu ]I 
双 酶 切 
Pst I Hind III Bam HI Sma I 


GGACGTCTTCGAAGGCCTAGGGGCCCTTAA] 
化 学 合成 多 克隆 位 点 


有 图 5-2 DNA 连接 酶 能 把 不 同 的 DNA 片段 连接 成 一 个 整体 (a)DNA 
的 黏 性 末端 ;(b)DNA 的 平 末 端 ;(c) 化 学 合成 的 具有 Eco RI 蒜 性 末端 的 
DNA 片段 。 
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oo 让 


转化 大 肠 杆菌 


EcoRIi 


Fst ‘Sal l 带 有 质粒 DNA 


Amp 抗 性 Tet 抗 性 
(amp') (te 四 


大 肠 杆 菌 pBR322 质 粒 


细菌 细胞 中 带 菌落 转移 进行 筛选 
有 重组 质粒 


复制 原点 


培养 基 中 含有 Tet 培养 基 中 含有 Amp+Tet 


Pvull 
(a) (b) 


有 图 5-3 重组 DNA 操作 过 程 示 意图 


5.2_DNA 基本 操作 技术 > 


5.2 DNA 基本 操作 技术 


5.2.1 ”核酸 凝 胶 电 泳 技术 


自从 琼脂 糖 (agarose) 和 聚 丙烯 酰胺 (polyacrylamide) 凝 胶 被 引入 核酸 研究 
以 来 , 按 相 对 分 子 质 量 大 小 分 离 DNA 的 凝 胶 电泳 技术 ,已 经 发 展 成 为 一 种 分 析 
鉴定 重组 DNA 分 子 及 蛋白质 与 核酸 相互 作用 的 重要 实验 手段 ， 也 是 现在 通用 
的 许多 分 子 生物 学 研究 方法 ,如 DNA 分 型 DNA 核 苷 酸 序列 分 析 、 限 制 性 内 切 
酶 片段 分 析 以 及 限制 酶 切 作 图 等 的 技术 基础 ,受到 科学 界 的 高 度 重 视 。 

实验 中 ， 若 将 一 种 分 子 置 于 电场 中 ， 它 就 会 以 一 定 的 速度 向 适当 的 电极 移 
动 ,我 们 把 这 种 电泳 分 子 在 电场 作用 下 的 迁移 速度 ,叫做 电泳 的 迁移 率 , 它 与 电 
场 强 度 和 电泳 分 子 本 身 所 携带 的 净 电 荷 数 成 正比 。 就 是 说 ,电场 强度 越 大 ,电泳 
分 子 所 携带 的 净 电 荷 数 量 越 多 ,其 迁移 的 速度 越 快 ,反之 则 较 慢 。 由 于 在 电泳 中 
往往 使 用 无 反应 活性 的 稳定 的 支持 介质 ,如 琼脂 糖 凝 胶 和 聚 丙 烽 酰 胺 凝 胶 等 , 故 
电泳 的 迁移 率 与 分 子 的 摩擦 系数 成 反比 。 已 知 摩擦 系数 是 分 子 大 小 \ 极 性 及 介质 
黏度 的 函数 。 因 此 ,根据 分 子 大 小 的 不 同 , 构 型 或 形状 的 差异 以 及 所 带 的 净 电 荷 
的 多 寡 , 便 可 以 通过 电泳 将 蛋白 质 或 核酸 分 子 混合 物 中 的 各 种 成 分 彼此 分 离开 来 。 

在 生理 条 件 下 ， 核 酸 分 子 之 糖 -磷酸 骨架 中 的 磷酸 基 团 ， 是 呈 离 子 化 状态 
的 ,所 以 ,DNA 和 RNA 多 核 苷 酸 链 又 被 称 为 多 聚 阴 离子 (polyanions)。 把 这 些 核 
酸 分 子 放 置 在 电场 当中 ,它们 就 会 向 正 电 极 的 方向 迁移 。 由 于 糖 -磷酸 骨架 在 结 
构 上 的 重复 性 质 , 相 同 数量 的 双 链 DNA 几乎 具有 等 量 的 净 电 荷 , 因 此 它们 能 以 
同样 的 速度 向 正 电 极 方向 迁移 。 在 一 定 的 电场 强度 下 ,DNA 分 子 的 这 种 迁移 速 
度 , 亦 即 电泳 的 迁移 率 ,取决 于 核酸 分 子 本 身 的 大 小 和 构 型 。 这 就 是 应 用 凝 胶 电 
泳 技术 分 离 DNA 片段 的 基本 原理 。 

琼脂 糖 是 一 种 线性 多 糖 聚 合 物 ,从 红色 海藻 产物 琼脂 中 提取 而 来 。 将 琼脂 
糖 粉 未 加 热 到 熔点 后 冷却 凝固 便 会 形成 良好 的 电泳 介质 ,其 密度 由 琼脂 糖 的 浓 
度 决定 。 经 过 化 学 修饰 的 低 熔 点 琼脂 糖 ,在 结构 上 比较 脆弱 ,因此 ,在 较 低 的 温 
度 下 便 会 熔化 ,常用 于 DNA 片段 的 制备 电泳 。 

凝 胶 的 分 辩 能 力 同 凝 胶 的 类 型 和 浓度 有 关 ( 表 5-2)。 琼脂 糖 凝 胶 分 辨 DNA 


表 5-2 琼脂 糖 及 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 分 辨 DNA 片段 的 能 力 


0. 3% 琼脂 糖 50 000 ~1 000 
0.7% 琼脂 糖 20 000 ~ 1 000 
1.4% 琼脂 糖 6 000 ~ 300 
4.0% 聚 丙烯 酰胺 1 000 ~ 100 
10.0% 上 聚 丙 烯 酰胺 500 ~ 25 
20.0% 聚 丙烯 酰胺 50 ~1 
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片段 的 范围 为 0.2~50 kb; 而 要 分 辨 较 小 相对 分 子 质量 的 DNA 片段 , 则 要 用 聚 
丙烯 酰胺 凝 胶 , 其 分 辨 范围 为 1~1 000 bp。 凝 胶 浓 度 的 高 低 影响 凝 胶 介质 孔隙 
的 大 小 ,浓度 越 高 ,孔隙 越 小 ,其 分 辨 能力 就 越 强 。 反之 ,浓度 降低 ,孔隙 就 增 大 ， 
其 分 辨 能 力也 就 随 之 减弱 。 例 如 ,20% 的 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 可 分 离 1~6 bp 的 DNA 
小 片段 ,而 若 要 分 离 1 000 bp 的 DNA 片段 ,就 要 用 3% 的 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 。 再 
如 ,2% 的 琼脂 糖 凝 胶 可 分 离 300 bp 的 双 链 DNA 分 子 ,而 分 离 大 片段 DNA 就 要 
用 低 浓 度 (0.3%~1.0% ) 的 琼脂 糖 凝 胶 。 

在 凝 胶 电泳 中 ,加 入 适量 省 乙 啶 (ethidium bromide ,EB ) 染 料 对 核酸 分 子 进 
行 染 色 , 然 后 将 电泳 标本 放置 在 紫外 线 下 观察 ,可 十 分 灵敏 而 快捷 地 检测 出 凝 
胶 介 质 中 DNA 的 谱 带 部 位 ,即使 每 条 DNA 带 中 仅 含有 0.05 ug 的 微量 DNA ， 
也 可 以 被 清晰 地 检测 出 来 。 澳 乙 啶 是 一 种 具 扁 平分 子 的 核酸 染料 ， 能 插入 到 
DNA 或 RNA 分 子 的 相 邻 碱 基 之 间 ， 并 在 300 nm 波长 的 紫外 线 照射 下 发 出 荧 
光 。 把 含有 DNA 分 子 的 凝 胶 浸泡 在 省 乙 锭 的 溶液 中 ,或 是 将 省 乙 啶 直接 加 到 
DNA 的 凝 胶 介质 中 ,此 种 染料 便 会 在 一 切 可 能 的 部 位 与 DNA 分 子 结合 ,然而 
却 不 能 与 琼脂 糖 凝 胶 或 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 相 结合 ,因此 ,只 有 DNA 分 子 能 吸收 
省 乙 啶 并 发 出 荧光 。 在 适当 的 染色 条 件 下 ,荧光 强度 与 DNA 片段 的 大 小 (或 数 
量 ) 成 正比 。 

实验 表明 ,用 普通 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 ,很 难 分 离 大 于 50kb 的 DNA 分 子 ,为 了 
进行 超大 片段 DNA 研究 ， 科 学 家 发 明了 脉冲 电场 凝 胶 电泳 (pulsed-field gel 
electrophoresis,PFCE ) 技 术 ,用 于 分 离 超大 相对 分 子 质量 (有 时 甚至 是 整 条 染色 
体 )DNA。 在 脉冲 电场 中 ,DNA 分 子 的 迁移 方向 随 着 电场 方向 的 周期 性 变化 而 不 
断 改 变 。 在 标准 的 PFGE 中 ， 第 一 个 脉冲 的 电场 方向 与 核酸 移动 方向 成 45° 夹 
角 ,而 第 二 个 脉冲 的 电场 方向 与 核酸 移动 方向 在 另 一 侧 成 45° 夹 角 ( 图 5-4)。 由 
于 琼脂 糖 凝 胶 的 电场 方向 电流 大 小 及 作用 时 间 都 在 交替 变换 ,使 得 DNA 分 子 
能 够 随时 调整 其 游 动 方向 ,以 适应 凝 胶 孔 隙 的 无 规则 变化 。 与 相对 分 子 质量 较 
小 的 DNA 相 比 ,相对 分 子 质量 较 大 的 DNA 需要 更 多 的 脉冲 次 数 来 更 换 其 构 型 
和 方位 ,使 其 按 新 的 方向 游 动 。 应 用 脉冲 电场 凝 胶 电泳 技术 ,可 成 功 地 分 离 到 相 
对 分 子 质 量 高 达 10? bp 的 DNA 大 分 子 。 
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a、b 表 示 每 次 ”应 用 脉冲 电场 
电泳 的 不 同方 ” 技术 ,可 分 离 高 


向 , c 为 DNA 7 
分 子 的 最 终 移 bp 的 DNA 
动 


方向 


有 1 图 5-4 ”DNA 脉冲 电场 凝 胶 电泳 示意 图 


5.2 DNA 基本 操作 技术 > 


5.2.2 ”细菌 转化 与 目标 DNA 分 子 的 增殖 


细菌 转化 (transformation ) ,是 指 一 种 细菌 菌株 由 于 捕获 了 来 自 供 体 菌 株 的 
DNA 而 导致 性 状 特征 发 生 遗 传 改变 的 过 程 。 提 供 转 化 DNA 的 菌株 叫做 供 体 菌 
株 ,接受 转化 DNA 的 细菌 菌株 则 被 称 为 受 体 菌株 。 

在 基因 克隆 的 过 程 中 ,我 们 通常 要 通过 细菌 转化 将 体外 构建 好 的 杂种 DNA 
分 子 导 入 宿主 细胞 中 。 进 入 宿主 细胞 的 外 源 DNA 通过 自身 载体 上 的 复制 起 始 
点 进行 复制 增殖 ,使 其 能 够 在 宿主 细胞 中 保持 下 来 ,并 且 还 能 够 很 容易 地 以 完 
整 的 形式 从 细胞 中 被 分 离 纯化 出 来 。 

绝 大 多 数 细菌 ， 包 括 大 肠 杆菌 (coli)， 正 常 条 件 下 仅 能 获取 极 少量 的 
DNA。 为 了 高 效 转化 这 些 细菌 ,必须 对 受 体 细菌 进行 一 些 物 理 或 化 学 处 理 , 以 增 
加 它们 获取 DNA 的 能 力 。 经 历 了 这 种 处 理 的 细胞 被 称 作 感受 态 细 胞 (compe- 
tent cells)。 细 菌 转化 常用 的 方法 有 CaCl, 法 和 电击 法 。 

CaCl, 法 是 制备 大 肠 杆菌 感受 态 最 常用 的 化 学 方法 。 将 快速 生长 的 大 肠 杆 
菌 置 于 经 低温 (0%C ) 预 处 理 的 低 渗 CaCl, 溶液 中 , 便 会 造成 细胞 膨胀 ,细胞 膜 通 
透 性 发 生变 化 , 极 易 与 外 源 DNA 相 黏 附 并 在 细胞 表面 形成 复合 物 。 此 时 ,将 该 
体系 转移 到 42% 下 做 短暂 的 热 刺 激 , 外 源 DNA 就 可 能 被 细胞 吸收 。 进 入 细胞 的 
外 源 DNA 分 子 通过 复制 .表达 ,实现 遗传 信息 的 转移 ,使 受 体 细胞 出 现 新 的 遗 
传 性 状 。 将 经 过 转化 后 的 细胞 在 选择 性 培养 基 上 培养 ,筛选 出 带 有 外 源 DNA 分 
子 的 阳性 克隆 。 这 一 方法 可 以 用 于 批量 制备 感受 态 细胞 ,其 转化 效率 可 达到 5x 
105~2x10’ 个 转化 子 /hg 超 螺旋 质粒 DNA( 图 5-5)。 

电击 法 是 细菌 转化 的 另 一 种 高 效 方法 。 锐利 的 电 脉冲 可 以 在 细胞 膜 上 造成 
小 凹陷 ,并 由 此 形成 纳米 级 疏水 孔洞 。 随 着 跨 膜 电 压 增加 ,一 些 较 大 的 朴 水 性 孔 
洞 会 转变 为 亲 水 性 孔洞 。 在 孔洞 开放 的 时 候 , 介 质 中 的 DNA 很 容易 通过 孔洞 进 
人 细胞 质 。 将 生长 至 对 数 中 期 的 已 coi 菌 液 冷 却 至 4% 后 离心 ,用 相同 温度 的 纯 
水 洗涤 ,用 10% 的 甘油 悬浮 后 将 高 密度 菌 液 (~2x10%mL) 置 于 特制 的 电极 杯 中 
进行 电击 。 获 得 最 大 转化 效率 时 场 强 一 般 为 12.5~15 kV/ecm， 时 间 跨 度 一 般 为 
4.5~5.5 ms。 电 击 转 化 与 温度 有 关 , 最 好 在 0~4 和 进行 ,由 于 转化 载体 上 一 般 带 有 
LacZ 基因 ,实验 室 常用 带 有 不 同 抗生素 (常用 的 抗生素 包括 氨 革 西林 \ 卡 那 霉 素 
和 四 环 素 等 ) 的 选择 性 培养 基 结 合 a- 互 补 蓝 白斑 筛选 法 鉴定 转化 细胞 。 感 受 态 
细胞 转化 频率 的 计算 方法 为 : 

转化 体 总 数 = 菌落 数 x( 转 化 反应 原液 总 体积 / 涂 板 菌 液体 积 ) 
插入 频率 = 白色 菌落 数 /( 白 色 菌 落 数 + 蓝 色 菌落 数 ) 
转化 频率 (每 hg DNA 转化 菌落 数 )= 转 化 体 总 数 /加 入 质粒 DNA 总 量 (ug) 

利用 噬菌体 颗粒 能 够 有 效 地 将 DNA 注入 宿主 细胞 中 这 一 特点 ， 科 学 家 又 
发 明了 重组 体 DNA 分 子 的 体外 包装 法 (图 $-6)。 经 包装 的 基因 工程 噬菌体 颗 
粒 能 够 借助 细菌 表面 的 噬菌体 接受 器 位 点 将 DNA 注入 受 体 细菌 ， 并 在 这 些 细 
胞 中 得 到 繁殖 和 表达 。 
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空 载体 


含有 外 源 DNA 的 载体 受 体 细胞 


由 处 理 


载体 黏附 于 感受 
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含 空 载体 的 菌落 为 蓝 讽 , 含 外 源 DNA 的 菌落 为 白斑 , 
未 被 转化 的 细菌 不 能 在 抗 性 培养 基 上 生长 


有 图 5-5 细菌 转化 及 蓝 白斑 筛选 
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1 图 5-6 入 噬菌体 作为 克隆 载体 构建 基因 文库 的 流程 图 


s.2.3 聚合 酶 链 反 应 技术 


聚合 酶 链 反 应 (PCR ) 技 术 可 能 是 体外 快速 扩 增 特定 基因 或 DNA 序列 最 常 
用 的 方法 。20 世纪 80 年 代 ,凯利 . 穆 利 斯 (Kary Mullis) 发 明了 该 技术 。 当 时 ,他 
供职 于 美国 的 西 特 斯 公司 世界 上 第 一 间 靠 重组 DNA 技术 起 家 的 公司 .PCR 
反应 的 起 始 材 料 ,模板 DNA ,可 以 是 基因 组 DNA 上 的 某 个 基因 或 基因 片段 
(genomic PCR ) ,也 可 以 是 mRNA 反 转 录 产 生 的 cDNA 链 (RT-PCT)。PCR 技术 
的 原理 并 不 复杂 。 首 先 将 双 链 DNA 分 子 在 临近 沸点 的 温度 下 加 热 分 离 成 两 条 
单 链 DNA 分 子 ,DNA 聚合 酶 以 单 链 DNA 为 模板 并 利用 反应 混合 物 中 的 四 种 脱 
氧 核 苷 三 磷酸 合成 新 生 的 DNA 互补 链 ( 图 5-7)。DNA 聚合 酶 是 一 种 天 然 产生 
的 能 催化 DNA( 包 括 RNA ) 的 合成 和 修复 的 生物 大 分 子 。 所 有 生物 体 基因 组 的 
准确 复制 都 依赖 于 这 个 酶 的 活性 。PCR 反应 中 使 用 的 DNA 聚合 酶 不 同 于 一 般 的 
聚合 酶 , 它 具 有 很 好 的 耐 高 温 性 。DNA 聚合 酶 开始 DNA 合成 时 都 需要 有 一 小 段 
双 链 DNA 来 启动 (“引导 ") 新 链 的 合成 ,所 以 ,新 合成 的 DNA 链 的 起 点 ,事实 上 
是 由 加 入 到 反应 混合 物 中 的 一 对 寡 核 眶 酸 引 物 在 模板 DNA 链 两 端的 退火 位 点 
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有 图 5-7 聚合 醇 链 反应 {PCR ) 技 术 


决定 的 。 

PCR 反应 时 ， 只 要 在 试管 内 加 入 模板 
DNA PCR 引物 、 四 种 核 苷 酸 及 适当 浓度 的 
Mg “,DNA 聚合 酶 就 能 在 数 小 时 内 将 目标 序列 
扩 增 100 万 倍 以 上 。 双 链 模 板 DNA 分 子 首先 在 
高 温 下 解 开 成 长 的 单 链 ， 短 链 引物 分 子 立 即 与 
该 模板 DNA 两 端的 特定 序列 相 结合 ,产生 双 链 
区 。DNA 聚合 酶 从 引物 处 开始 复制 其 互补 链 ， 
迅速 产生 与 目标 序列 完全 相同 的 复制 品 。 在 后 
续 反 应 中 ,无 论 是 起 始 模板 DNA 还 是 经 复制 的 
杂 合 DNA 双 链 ， 都 会 在 高 温 下 解 开 成 为 单 链 ， 
体系 中 的 引物 分 子 再 次 与 其 互补 序列 相 结 合 ， 
聚合 酶 也 再 度 复 制 模板 DNA, 由 于 在 PCR 反应 
中 所 选用 的 一 对 引物 ， 是 按照 与 扩 增 区 段 两 端 
序列 彼此 互补 的 原则 设计 的 ,因此 ,每 一 条 新 生 
链 的 合成 都 是 从 引物 的 退火 结合 位 点 开始 并 朝 
相反 方向 延伸 的 ,每 一 条 新 合成 的 DNA 链 上 都 
具有 新 的 引物 结合 位 点 。 整 个 PCR 反应 的 全 过 
程 , 即 DNA 解 链 ( 变 性 )、 引 物 与 模板 DNA 相 结 
合 ( 退 火 )、DNA 合成 ( 链 的 延伸 ) 三 步 , 可 以 被 
不 断 重 复 。 经 多 次 循环 之 后 ,反应 混合 物 中 所 含 
有 的 双 链 DNA 分 子 数 , 即 两 条 引物 结合 位 点 之 
间 的 DNA 区 段 的 拷贝 数 ,理论 上 的 最 高 值 应 是 
2"( 图 5-8) ,能 满足 进一步 遗传 分 析 的 需要 。 
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5 32 
6 64 
7 128 
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9 512 
10 1 024 
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12 4096 
13 8192 
14 16 384 
15 32 788 
16 65 536 
17 131 072 
18 262 144 
19 524 288 
20 1048 576 
21 2097 152 
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24 16777216 
25 33 554 432 
26 67 108 864 
r 134 217 728 
28 268 435 456 
29 536 870 912 
30 1073 741 824 
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1 图 5-8 PCR 指数 扩 增 时 循环 
次 数 与 DNA 产物 数量 的 比较 
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5.2.4 ”实时 定量 PCR 


由 于 PCR 技术 具有 极 高 的 敏感 性 ， 扩 增产 物 总 量 的 变异 系数 常常 达到 
109%~30%。 因此 ,人 们 普遍 认为 应 用 简单 方法 对 PCR 扩 增 的 产物 进行 最 终 定 量 
是 不 可 靠 的 。 随 着 技术 的 进步 ,20 世纪 90 年 代 末 期 出 现 了 实时 定量 PCR (real 
time quantitative PCR ) 技 术 ,利用 带 荧 光 检 测 的 PCR 仪 对 整个 PCR 过 程 中 扩 增 
DNA 的 累积 速率 绘制 动态 变化 图 ,从 而 消除 了 在 测定 终端 产物 丰 度 时 有 较 大 变 
异 系数 的 问题 。 

实时 定量 PCR 反应 在 带 透 明 盖 的 塑料 小 管 中 进 行 ， 激 发 光 可 以 直接 透 过 
管 盖 ,使 其 中 的 荧光 探 针 被 激发 。 荧 光 探 针 事先 混合 在 PCR 反应 液 中 ,只 有 与 
DNA 结合 后 ,才能 够 被 激发 出 荧光 。 随 着 新 合成 目的 DNA 片段 的 增加 ,结合 到 
DNA 上 的 荧光 探 针 , 即 被 激发 产生 的 荧光 相应 增加 。 最 简单 的 DNA 结合 的 荧光 
探 针 是 非 序 列 特异 性 的 ,例如 ,荧光 染料 SYBR Green 工 ,激发 光波 长 520 nm， 
这 种 荧光 染料 只 能 与 双 链 DNA 结合 ,并且 只 有 在 与 DNA 结合 时 ,才能 被 激发 
产生 荧光 (图 5-9)。 


未 结合 的 SYBR Green I 
(不 能 产生 荧光) "hs 


村 


-二 令 令 玉 一 一 
结合 到 新 DNA 分 子 中 的 SYBR Green | 


(产生 绿色 荧光 ) 
延伸 


新 合成 DNA 
;人 全 全 全 全 你 你 今 
3" 
"So 
带 SYBR Green 1 的 DNA 双 链 
1 图 5-9 SYBR Green I 做 探 针 的 实时 定量 PCR 实验 
过 程 图 示 加 入 到 PCR 反应 体系 中 的 荧光 染料 SYBR 


Green 工 仅 能 与 双 链 DNA 结合 ,被 激发 出 绿色 荧光 ,其 荧 
光 强 度 反 映 PCR 产物 的 产量 。 


利用 SYBR Green 工 可 以 检测 PCR 反应 中 获得 的 全 部 双 链 DNA ,但 是 不 能 
区 分 不 同 的 双 链 DNA ,为 了 进一步 确保 荧光 检测 的 确实 是 靶 DNA 序列 ,人们 又 
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设计 了 仅 能 与 目的 DNA 序列 特异 结合 的 荧光 探 针 ， 如 TaqMan 探 针 。TaqMan 
探 针 是 一 小 段 被 设计 成 可 以 与 靶 DNA 序列 中 间 部 位 结合 的 单 链 DNA (一 般 为 
50~150 bp)， 并 且 该 单 链 DNA 的 5' 和 3' 端 带 有 短波 长 和 长 波长 两 个 不 同 荧光 
基 团 。 这 两 个 荧光 基 团 由 于 距离 靠近 ,在 荧光 共振 能 量 转移 (FRET) 作 用 下 会 发 
生 荧 光 狸 灭 , 因 而 检测 不 到 荧光 。 随 着 PCR 反应 的 进行 ,TaqMan 探 针 结合 到 目 
的 DNA 序列 上 ， 并 且 会 被 具有 外 切 酶 活性 的 Taq DNA 聚合 酶 逐个 切除 而 降 
解 。 被 切 下 来 的 荧光 基 团 解除 了 荧光 铬 灭 的 束缚 ,会 在 激发 光 下 发 出 荧光 ,因此 
所 产生 的 荧光 强度 直接 反映 了 扩 增 靶 DNA 的 总 量 (图 5-10 )。 


“引物 
won ~ _ 加 入 探 针 一 。 
移 : 


新 合成 DNA 一 一 一 激发 光 


Taq DNA 聚 合 酶 区 
延伸 |， 


探 针 DNA 被 Taq 酶 降解 
有 图 5-10 ”应 用 TaqMan 探 针 的 实时 定量 PCR 技术 


TaqMan 探 针 具有 三 个 要 素 :一 端的 短波 长 荧光 基 团 ( 萎 形 ) ,一 段 目 的 DNA 
特异 的 碱 基 序 列 和 另 一 端的 长 波长 荧光 基 团 (小 圆 形 ) 。 探 针 上 的 荧光 基 团 十 分 
接近 ,因此 两 个 荧光 基 团 相互 发 生 狂 灭 ,不 产生 绿色 荧光 。 探 针 上 的 特异 碱 基 序 
列 被 设计 成 能 与 目的 DNA 中 部 序列 结合 ,在 PCR 反应 中 , 当 Taq 聚合 酶 延伸 
DNA 链 时 ， 其 核酸 外 切 酶 活性 会 逐个 切 掉 结 合 在 靶 DNA 中 部 的 TaqMan 探 针 
序列 ,从 而 使 两 个 荧光 基 团 被 释放 出 来 ， 解除 了 荧光 猴 灭 的 束缚 。 短 波长 的 荧光 
基 团 在 激发 光 下 产生 绿色 荧光 , 它 的 荧光 强度 反映 新 合成 靶 DNA 的 产量 。 

下 面 以 简单 的 荧光 染料 SYBR Green I 为 例 , 分 析 实 时 定量 PCR 绝对 定量 
的 结果 。 为 确保 实验 数据 的 有 效 性 ,每 次 实验 都 应 设 阴性 对 照 和 4 个 以 上 标准 
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品 (将 已 知 浓度 的 DNA 模板 进行 一 系列 的 稀释 后 成 为 标准 品 ) ,每 个 样品 都 至 少 
平行 做 3 个 重复 。 通 常 以 10~15 个 循环 的 荧光 值 作为 阔 值 或 基线 ,也 可 以 以 阴性 
对 照 荧光 值 的 最 高 点 作为 基线 。 图 5-11a 显示 随 着 扩 增 反应 循环 数 增 加 ,代表 扩 
增产 物 含量 的 荧光 强度 增加 ;图 5-11b 中 标准 曲线 由 标准 样品 浓度 的 log 值 和 其 
相对 应 的 Ct 值 所 组 成 。Ct 值 是 产物 荧光 强度 首次 超过 设 定 阔 值 时 ,PCR 反应 所 
需 的 循环 数 。 利 用 标准 曲线 ,可 以 确定 样品 中 待 检测 靶 DNA 的 绝对 含量 (图 5- 
11)。 此 外 ,通过 实时 定量 PCR ,以 正常 或 野生 型 样品 为 参考 标准 ,可 以 对 处 理 或 
突变 体 样品 中 基因 表达 的 变化 多 少 进行 相对 定量 ,如 图 5-12, 表 5-3 所 示 。 


有 图 5-11 用 实时 定量 PCR 法 分 析 未 知 样品 靶 基 因 的 绝对 表达 量 (a) 扩 增 曲 线 由 已 知 
总 量 ( 起 始 量 从 1~1 000 000 个 拷贝 ) 的 七 个 标准 品 和 一 个 未 知 样品 (三 角形 连 线 ) 得 到 的 扩 
增 曲 线 。 随 着 PCR 循环 数 ( 横 坐 标 ) 的 增加 ,代表 PCR 产物 产量 的 荧光 强度 ( 纵 坐 标 ) 增 加 。 
(b) 标 准 曲线 纵 坐 标 是 每 个 标准 品 中 所 含 DNA 总 量 (log), 横 坐标 是 每 个 标准 品 PCR 产物 
荧光 强度 首次 超过 设 定 闽 值 (A 中 靠近 底部 X 轴 的 虚线 ) 时 反应 所 需 的 循环 数 。 由 扩 增 曲线 获 
得 未 知 样品 的 Ct 值 ,通过 对 标准 曲线 的 线性 回归 分 析 可 计算 出 未 知 样品 中 革 DNA 的 起 始 量 
( 星 号 )。 


有 图 5-12 实时 定量 PCR 对 不 同样 品 中 目的 cDNA 含量 的 相对 定量 


野生 型 拟 南 芥 (WT) 整 株 中 不 US 基因 的 表达 丰 度 很 低 ,三 次 重复 的 平均 Ct 
值 为 31.23+0.32; 而 在 拟 南 芥 抑 瘤 基因 失 活 的 突变 体 (Mu) 整 株 中 不 VS 基因 的 
表达 丰 度 显著 增加 ,三 次 重复 的 平均 Ct 值 为 21.92+0.13。 两 者 的 差 值 ACt 值 为 
9.31+0.19 , 设 定 实验 中 PCR 扩 增 效率 为 1.8( 理 论 值 为 2),WUS 基因 在 突变 体 


Jag #08 mon a 


E 


文本 


3 
© 


吉本 5 分 子 生 物 学 研究 法 (上 ) 一 一 DNA、RNA 及 蛋白 质 操作 技术 


整 株 与 野生 型 拟 南 芥 整 株 中 表达 丰 度 的 相对 比值 为 n,n=1.8*9。 计 算 可 得 WUS 
基因 在 突变 体 整 株 中 的 表达 丰 度 比 在 野生 型 拟 南 芥 整 株 中 的 表达 丰 度 提高 了 
239+26.25 倍 。 数 据 处 理 见 表 $-3。 


表 5-3 实时 定量 PCR 相对 定量 实验 的 数据 处 理 


us Ct 值 31. 49 21.78 
30. 87 21.95 
31. 34 22. 04 
平均 值 ( Avg) 31.23 +0. 32 21.92 +0.13 9. 31 +0. 19 239 土 26. 25 


* 拟 南 芥 野 生 型 和 突变 体 样 品 经 由 拟 南 芥 持家 基因 (UB@10) 进 行 均一 化 处 理 


5.2.5 基因 组 DNA 文库 构建 


把 某 种 生物 的 基因 组 DNA 切 成 适当 大 小 ,分别 与 载体 组 合 ,导入 微生物 细 
胞 ,形成 克隆 。 汇 集 包 含 基因 组 中 所 有 DNA 序列 的 克隆 (理论 上 每 个 序列 至 少 
有 一 份 代表 )。 这 样 的 克隆 片段 的 总 汇 , 称 为 基因 组 DNA 文库 。 基因组 DNA 文 
库 有 十 分 广泛 的 用 途 ,可 用 于 分 离 特定 的 基因 片段 .分析 特定 基因 结构 .研究 基 
因 表达 调控 ,还 可 以 用 于 全 基因 组 物理 图 谱 的 构建 和 全 基因 组 序列 测定 等 。 

构建 基因 组 DNA 文库 的 第 一 步 是 制备 大 小 合适 的 随机 DNA 片段 ,在 体外 
将 这 些 DNA 片段 与 适当 的 载体 相连 成 重组 子 ， 转 化 到 大 肠 杆菌 或 其 他 受 体 细 
胞 中 ,从 转化 子 克隆 群 中 筛选 出 含有 靶 基 因 的 克隆 。 为 保证 能 从 基因 组 文库 中 
筛选 到 某 个 特定 基因 ,基因 组 文库 必须 具有 一 定 的 代表 性 和 随机 性 。 也 就 是 说 
文库 中 全 部 克隆 所 携带 的 DNA 片段 必须 覆盖 整个 基因 组 。 在 文库 构建 中 通常 
采用 两 种 策略 提高 文库 代表 性 :一 是 用 机 械 切割 法 或 限制 性 内 切 核 酸 酶 切割 法 
随机 断裂 DNA ,以 保证 克隆 的 随机 性 。 二 是 增加 文库 重组 克隆 的 数目 .以 提高 覆 
盖 基 因 组 的 倍数 。 预测 一 个 完整 基因 组 文库 应 包含 的 克隆 数目 ， 可 用 Clark 和 
Carbon 于 1975 年 提出 的 公式 . 

N=ln(1-p )/ln(1-f) 
式 中 : 表示 一 个 基因 组 文库 所 应 该 包含 的 重组 克 降 数目; 
P 表示 所 期 望 的 靶 基 因 在 文库 中 出 现 的 概率 ， 
表示 重组 克隆 平均 插入 片段 的 长 度 和 基因 组 DNA 总 长 的 比值 。 

为 了 获得 整个 基因 艇 或 一 个 基因 及 其 两 翼 延 伸 序 列 ,实验 中 所 制备 的 DNA 
随机 片段 一 般 约 20 kb 或 更 大 。 以 人 为 例 ,其 基因 组 大 小 为 3x10? bp 若 p=99%， 
平均 插入 片段 大 小 为 20 kb, 则 N=6.9x105。 

构建 基因 组 文库 最 常用 的 是 和 噬菌体 载体 (克隆 能 力 约 15~20 kb) 和 限制 性 
内 切 酶 部 分 消化 法 。 例如 ,用 识别 4 个 核 苷 酸 的 限制 性 内 切 核 酸 酶 Sau3A, 它 与 
BamH 工 是 一 对 同 尾 酶 。 因 此 ,由 Sau3A 酶 切 产生 的 DNA 片段 可 插入 到 经 BamH I 
消化 的 入 哈 菌 体 载体 上 (基本 流程 如 图 5-13 所 示 )。 提取 真 核 基 因 组 DNA ,用 
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(a) gamHI 位 点 (b)  ( 约 3x10’bp) 
cos L 由 R cos 载体 
一 人 人 一 DNA 
BamHI 消 化 加 限制 性 内 切 核酸 酶 
Sau3A 做 局 部 消化 
弃 去 中 间 片 段 
NNWA NA 
os LL R cos 
一 vB B—MW— 
| azokbH 
cos L R cos 
WB B— SEE S 
| 连接 反应 | 
(c) 约 20kbDNA 片 段 
| 体外 包装 


| TTTT 


| 用 重组 噬菌体 感染 大 肠 杆 菌 


(e) 


有 图 5-13 用 Sau3A 限制 性 内 切 核酸 酶 消化 真 核 生物 基因 组 DNA 并 
利用 入 噬菌体 载体 构建 基因 组 文库 的 过 程 图 示 (a) 载体 DNA 片段 的 
制备 ;(b) 真 核 基因 组 DNA 片段 的 制备 ;(c) 体 外 连接 载体 DNA 及 基因 组 
DNA 片段 的 反应 ;(d) 体 外 包装 ;(e) 感 染 大肠 杆 菌 细 胞 。B=BaumHI 未 端 ; 
S=Sau3A 末端 。 


Sau3A 局 部 消化 ,消化 产物 经 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 或 者 蔗糖 梯度 离心 ,收集 相对 分 子 
质量 为 15~20 kb 范围 的 DNA 片段 。 同 时 用 BumHI 消 化 入 叭 菌 体 载 体 DNA , 纯 
化 后 用 T4 连接 酶 与 收集 的 DNA 片段 相连 接 ,形成 嵌 合 分 子 。 体 外 包装 后 用 重组 
噬菌体 感染 大 肠 杆 菌 受 体 细 胞 ,产生 叭 菌 斑 ,组 成 基因 组 文库 , 它 包含 该 真 核 生 
物 基因 组 的 绝 大 部 分 序列 。 和 只 落体 文库 构建 方法 简单 高 效 , 所 获得 的 文库 易于 
用 分 子 杂 交 法 进行 筛选 ,因此 被 广泛 用 于 细菌 \ 真 菌 等 基因 组 较 小 物种 的 研究 。 
除了 入 哈 菌 体 以 外 ,还 有 很 多 高 容量 的 克隆 载体 ,如 柯 斯 质粒 细菌 人 工 染 
色 体 (BAC)、P1 源 人 工 染 色 体 (PAC)、 酵 母 人 工 染 色 体 (YAC) 都 可 用 于 基因 组 
文库 的 构建 。 这 些 载体 的 优点 是 可 以 插入 大 片段 DNA ,如 柯 斯 质粒 可 以 接受 大 
至 45 kb 的 大 片段 的 插入 ,应 用 与 入 哈 菌 体 文库 类 似 ,但 是 稳定 性 较 差 ,在 大 量 
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复制 的 过 程 中 容易 出 现 缺 失 现象 。BAC YAC .PAC 可 以 容纳 70~1 000 kb 的 外 
源 片段 ,主要 用 于 基因 组 作 图 ,测序 和 克隆 序列 的 比 对 。 


5.3 RNA 基本 操作 技术 


真 核 生物 基因 组 DNA 非常 庞大 ,而 且 含 有 大 量 重复 序列 ,无 论 用 电泳 分 离 
技术 还 是 用 杂交 方法 都 难以 直接 分 离 到 靶 基 因 片 段 。 而 cDNA 则 来 自 反 转录 的 
mRNA ,不 含 见 余 序 列 , 通 过 特异 性 探 针 筛选 cDNA 文库 ,可 以 较 快 地 分 离 到 相关 
基因 。 由 于 RNA 分 子 敏 感 脆 弱 ， 在 自然 状态 下 难以 被 扩 增 。 因 此 ， 为 了 研究 
mRNA 所 包含 的 功能 基因 信息 ,一般 将 其 反 转 录 成 稳定 的 DNA 双 螺 旋 (comple- 
mentary DNA ,cDNA), 再 插入 到 可 以 自我 复制 的 载体 中 。 一 个 高 质量 的 cDNA 文 
库 代 表 了 生物 体 某 一 器 官 或 者 组 织 mRNA 中 所 含 的 全 部 或 绝 大 部 分 遗传 信息 。 


5.3.1 总 RNA 的 提取 


细胞 中 的 总 RNA 包括 mRNA ,rRNA ,tRNA 以 及 一 些小 RNA(sRNA)。 一 个 
典型 的 动物 细胞 约 含 105 pg RNA， 其 中 809%~85% 为 TRNA 、15%~20% 为 tRNA 
及 sRNA ,这些 RNA 分 子 具 有 确定 的 大 小 和 核 苷 酸 序列 ,特别 是 rRNA 电泳 后 
的 3 条 特征 性 条 带 28 S.18S$S 和 5 5S 是 鉴定 总 RNA 纯度 和 完整 性 的 重要 参数 。 
mRNA 约 占 总 RNA 的 1%~5%。 同时 ,由 于 mRNA 呈 单 链 状 ,容易 受 核 酸 酶 的 攻 
击 , 对 RNA 的 操作 要 求 比 DNA 操作 更 严格 ,操作 时 必须 设置 专门 的 处 理 方 法 ， 
以 保证 实验 环境 、 所 用 器 刀 及 溶液 均 没 有 RNA 酶 的 污染 。 

总 RNA 的 抽 提 方法 有 多 种 ， 目 前 实验 室 常 用 的 方法 是 用 异 硫 氰 酸 肽 -苯酚 
抽 提 法 。Trizol 试剂 是 使 用 最 广泛 的 抽 提 RNA 专用 试剂 ,主要 由 茶 酚 和 异 硫 氰 酸 
服 组 成 ,可 以 迅速 破坏 细胞 结构 ,使 存在 于 细胞 质 及 核 内 的 RNA 释放 出 来 ,并 使 
核糖 体 和 蛋白 与 RNA 分 子 分 离 ,还 能 保证 RNA 的 完整 。 提 取 RNA 时 ,首先 用 液 氮 
研磨 材料 , 匀 浆 ,加 入 Trizol 试剂 ,进一步 破碎 细胞 并 溶解 细胞 成 分 。 然 后 加 入 氧 
仿 抽 提 ,离心 ,分 离 水 相 和 有 机 相 , 收 集 含 有 RNA 的 水 相 , 通 过 异 丙 醇 沉淀 ,可 获 
得 比较 纯 的 总 RNA ,用 于 下 一 步 mRNA 的 纯化 ,一 些 公司 (如 Qiagen) 还 设计 了 硅 
胶 膜 纯化 柱 ,将 含有 目的 RNA 的 细胞 破碎 液 通过 该 柱 时 ,RNA 吸附 在 硅胶 膜 上 ， 
从 而 与 其 他 成 分 分 开 , 在 低 盐 浓 度 下 可 从 硅胶 膜 上 直接 洗 脱 RNA, 即 简化 了 实验 
程序 ,又 得 到 了 纯度 较 高 的 RNA。 对 于 某 些 富 含 酚 类 化 合 物 、 多 糖 或 某 些 无 法 确定 
的 次 生 代 谢 产 物 的 植物 组 织 ， 使 用 常规 的 RNA 提取 方法 往往 难以 获得 足够 的 
RNA ,需要 根据 不 同 植物 组 织 的 特点 ,预先 去 除 酚 类 物质 或 多 糖 对 RNA 的 干扰 。 

RNA 的 浓度 和 纯度 可 以 通过 测定 其 0Dx 和 0Dyw 来 判断 。0Dw 为 1 时 相 
当 于 浓度 为 40 kg/mL ,而 ODxo/OD 如 果 在 1.8~2.0, 表 示 所 提取 的 RNA 纯度 
较 好 ,如 果 样 品 中 有 和 蛋 白质 或 酚 污染 , 则 ODxo/ODx 将 明显 低 于 1.8。 

通过 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检 测 RNA 与 检测 DNA 的 原理 相 类 似 , 不 同 的 是 RNA 
旦 单 链 状态 , 易 形 成 二 级 结构 而 且 易 降解 ,因此 RNA 电泳 是 在 变性 条 件 下 进行 
的 。 甲 醛 是 最 常用 的 变性 剂 ,也 可 用 加 热 方式 或 尿素 等 变性 剂 。 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 
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电泳 主要 用 来 分 析 小 相对 分 子 质量 RNA， 电 泳 后 如 果 rRNA 大 小 完整 ， 而 且 
28SrRNA 和 18S rRNA 亮度 接近 2:1 ,mRNA 分 布 均匀 , 则 认为 RNA 质量 较 好 。 


S.3.2 mRNA 的 纯化 


真 核 细胞 的 mRNA 分 子 最 显著 的 结构 特征 是 具有 5' 端 帽子 结构 一 一 m’G 
和 3' 端 的 polyA 尾巴 ,这 种 polyA 结构 为 真 核 生物 mRNA 的 提取 提供 了 极为 方 
便 的 选择 性 标志 ,实验 中 常用 守 聚 (dT)- 纤 维 素 柱 色 谱 法 获得 高 纯度 mRNA 。 该 
方法 利用 mRNA 3' 端 含有 PolyA* 的 特点 ， 当 RNA 流 经 寡 聚 dT 纤维 素 柱 时 ,在 
高 盐 缓冲 液 的 作用 下 ,mRNA 被 特异 性 地 结合 在 柱 上 ， 再 用 低 盐 溶液 或 蒸 馆 水 
洗 脱 mRNA。 经 过 两 次 寡 聚 dT 纤维 柱 后 可 得 到 较 高 纯度 的 mRNA。 目前 有 许多 
商业 化 试剂 盒 可 用 于 mRNA 的 纯化 ,如 Promega 公司 的 polyAT Tract mRNA 分 
离 系统 将 生物 素 标 记 的 寡 聚 dT 引物 与 细胞 总 RNA 温 育 ,加 入 与 微 磁 球 相连 的 
抗 生 物 素 和 蛋白 以 结合 polyA mRNA ， 通 过 磁场 吸附 作用 将 polyA mRNA 从 总 
RNA 中 分 离 ( 图 5-14)。 

含有 mRNA 的 总 RNA 


了 G———————————————AAAAAAA3' 


与 生物 素 - 赛 聚 
dT 引 物 相 结合 $5'B-TTTTTTT3 


3 mm 0 一 一 人 AAAAAAG3/ 
.TITISAS 


加 包 训 有 抗 生 物 素 蛋 
白 的 微型 强力 磁 球 


| 
和 一 AAAAAAA3: 
TTTTTTT-B 上 PMP 


磁性 吸附 


Sm'G 


洗 脱 


S'm G 


(水 相 ) ( 固 相 ) 
有 图 5-14 ”PolyAT Tract mRNA 的 分 离 纯化 过 程 简 图 
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S.3.3 cDNA 的 合成 


cDNA 的 合成 包括 第 一 链 和 第 二 链 cDNA 的 合成 ,整个 流程 如 图 (图 5-15) 
所 示 。 第 一 链 cDNA 的 合成 是 以 mRNA 为 模板 , 反 转 录 成 cDNA ,由 反 转 录 酶 催 
化 ,该 酶 合成 DNA 时 需要 引物 引导 ,常用 的 引物 是 oligo dT。Oligo dT 引物 一 般 
包含 12~20 个 脱氧 胸腺 喀 啶 核 苷 酸 ,后面 加 一 个 连接 引物 (通常 为 Yho 工 等 酶 
切 位 点 ) 以 便于 克隆 构建 。 


寡 聚 dT,， ;8 随机 6 碱 基 引 物 R。 塞 聚 dT|,_1s 
随机 6 碱 基 引 物 
mRNA A mRNA A in a 
Ti2-18 Re Rs Rse Re Re Re Ti 
第 一 链 合 成 
A, 一 个. 一 人， 
Ti2_1g 一 Re 一 Ri 一 Re 一 一 Ri 一 Ri 一 R 一 Ts 
第 二 链 合成 
Es 
a a 


加 上 Eco RI (Not1 ) 接 头 
磷酸 化 


cDNA 分 级 


EcoRI Eco RI 


cDNA 合成 完毕 ,准备 连接 
有 图 5-15 cDNA 合成 过 程 示意 图 


在 cDNA 合成 的 过 程 中 ,应 选用 活性 较 高 的 反 转录 酶 及 甲 基 化 dCTP,cDNA 
两 端 应 加 上 不 同 内 切 酶 所 识别 的 接头 序列 ， 保 证 所 获得 双 链 cDNA 的 方向 性 
(图 5-16)。 反 应 体系 中 一 般 加 入 甲 基 化 dCTP, 保 证 新 合成 的 cDNA 链 被 甲 基 化 
修饰 ,以 防止 构建 克隆 时 被 限制 性 内 切 酶 切割 。 第 二 链 cDNA 的 合成 是 以 第 一 


5.3 RNA 基本 操作 技术 E> 


接头 及 引物 序列 
SCTCGAGTTTTTTTTTTTT 
3'AAAAAAAAAAAA NE 5" 
无 RNase H 活 性 的 反 转 录 酶 
5 一 甲 基 dCTP、dATP、dGTP、dTTP 
CH， CH， CH， CH， CH 
Xho I 
5'‘CTCGAGTTTTTTTTTTTT 3" 
3'AAAAAAAAAAAAS a 5! 
RNase H 
DNA 聚 合 酶 [ 
CH， CH， CH; CH; CH, 
Xho I 
5'‘CTCGATTTTTTTTTTTT 3' 


3'GAGCTCAAAAAAAAA A A nn 5 


Eco RI 接头 
上 DNA 连 接 酶 


CH， CH， CH， CH， CH 
EcoRI Xhol Eco RI 
5'AATTC…CTCGAGTTTTTTTTTTTT + G3’ 


3'***GAGCTCAAAAAAAAAA A A RR CTTAAS' 


Xho1 限 制 性 核酸 内 切 酶 


CH， CH， CH， CH， CH; 
GA OE 
5'TCGAGTTTTTTTTTTTT 1G3/ 


3'CAAAAAAA A A A A A eR TTAAS’ 
完整 的 有 方向 性 的 cDNA 


有 图 5-16 定向 cDNA 合成 及 分 子 修饰 


链 为 模板 ,由 DNA 聚合 酶 催化 。 常 用 RNase H 切割 mRNA-cDNA 杂 合 链 中 的 
mRNA 序列 所 产生 的 小 片段 为 引物 合成 第 二 条 cDNA 的 片段 ， 再 通过 DNA 连 
接 酶 的 作用 连 成 完整 的 DNA 链 。 此 时 加 入 含有 另 一 个 酶 切 位 点 的 黏 性 接头 (如 
Eco RI) ,与 cDNA 相连 接 后 用 Xho I 酶 切 , 使 cDNA 双 链 5' 端 和 3' 端 分 别 具 有 
Eco RI 和 Xho 工 黏 性 末端 ,保证 它 与 载体 相连 时 有 方向 性 。 因 为 绝 大 多 数 大 肠 
杆菌 细胞 都 会 切除 带 有 5$'- 甲 基 胞 喀 啶 的 外 源 DNA， 所 以 实验 中 常 选用 merA 
mcrB- 菌 株 以 防止 cDNA 被 降解 。 


5.3.4 cDNA 文库 的 构建 
由 于 cDNA 的 长 度 一 般 在 0.5~8 kb ,常用 的 质粒 载体 和 噬菌体 类 载体 都 能 
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满足 要 求 。cDNA 文库 的 载体 选择 要 根据 该 文库 的 用 途 来 确定 ， 例如， 常用 的 
Uni-zap XR 载体 是 一 种 入 噬 菌 粒 载 体 , 具 备 噬 菌 体 的 高 效 性 和 质粒 载体 系统 可 
利用 蓝 白斑 第 选 的 便利 ， 可 容纳 0~10 kb DNA 插入 片段 。 该 载体 内 部 含有 
pBluescript 载体 的 全 部 序列 ， 重 组 后 可 通过 体内 前 切 反应 (in vivo excision) 将 
cDNA 插入 片段 转移 到 质粒 系统 中 进行 筛选 .克隆 和 序列 分 析 。 

含有 cDNA 插入 片段 的 重组 哄 菌 粒 只 有 经 过 体外 蛋白 外 壳 包 装 反应 ,才能 
成 为 有 侵 染 和 复制 能 力 的 成 熟 叭 菌 体 。 包 装 反应 的 实验 条 件 要 求 非常 精准 ， 
DNA 和 和 蛋白 提取 物 的 浓度 、 两 者 的 体积 比 、 反 应 温度 及 时 间 对 包装 效果 都 有 很 
大 影响 ,而 包装 反应 结果 的 好 坏 对 重组 噬菌体 的 侵 染 能 力 有 重要 影响 。 用 经 包 
装 的 噬菌体 感染 大 肠 杆菌 培养 物 后 涂 布 在 琼脂 平板 上 , 便 会 产生 成 千 上 万 个 独 
立 噬 菌 考 , 每 个 叭 菌 斑 由 一 个 重组 鸣 菌 体 分 子 形成 。 一 个 比较 完整 的 cDNA 文 
库 常 包含 大 于 5x105 的 独立 克隆 。 一 旦 获得 含有 某 种 组 织 器 官 cDNA 信息 的 只 
菌 粒 文库 ,就 可 用 于 筛选 目的 基因 、 大 规模 测序 .基因 芯片 杂交 等 功能 基因 组 学 
人 研究。 


5.3.5 ”基因 文库 的 筛选 


基因 文库 的 筛选 是 指 通过 某 种 特殊 方法 从 基因 文库 中 鉴定 出 含有 所 需 重 
组 DNA 分 子 的 特定 克隆 的 过 程 。 筛 选 的 方法 有 很 多 种 ,如 核酸 杂交 法 ,PCR 得 
选 法 和 免疫 筛选 法 等 。 

5.3.5.1 核酸 杂交 法 

核酸 杂交 法 以 其 广泛 的 适用 性 和 快速 性 成 为 基因 文库 筛选 中 最 常用 的 一 
种 方法 ， 用 放射 性 标记 的 特异 DNA 探 针 适用 于 高 密度 的 菌落 杂交 筛选 (图 5- 
17)。 将 一 张 圆 形 硝 酸 纤维 素 膜 放 在 一 个 装 有 琼脂 培养 基 的 培养 包 表 面 ,将 待 得 
选 菌落 从 其 生长 的 平板 上 转移 到 硝酸 纤维 素 膜 上 ,进行 适当 温 育 。 同 时 保留 原 
来 的 菌落 平板 做 对 照 。 取出 已 经 长 有 菌落 的 膜 ,用 碱 液 处 理 , 使 菌落 发 生 裂解 ， 


培养 基 上 的 菌落 
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放射 自 显影 图 像 


有 图 5-17 ”通过 核酸 杂交 筛选 目的 克隆 流程 图 
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DNA 随 之 变性 ,接着 用 蛋白酶 K 处 理 硝酸 纤维 素 膜 去除 蛋白 质 ,形成 菌落 DNA 
的 印迹 。80% 烘 烤 滤 膜 ,将 DNA 固定 在 膜 上 。 将 滤 膜 与 放射 性 标记 的 DNA 或 
RNA 探 针 杂交 ,通过 放射 性 自 显 影 显示 杂交 结果 。 在 X 线 片上 显 黑色 斑点 的 就 
是 实验 中 寻找 的 目的 克隆 ,可 以 通过 对 应 于 平板 上 的 位 置 找到 相应 克隆 。 

与 菌落 杂交 相似 ,也 可 用 杂交 筛选 法 进行 重组 喉 菌 斑 的 筛选 。 将 硝酸 纤维 
素 膜 覆盖 在 琼脂 平板 表面 ,使 之 与 叭 菌 斑 直 接 接触 , 噬 菌 斑 中 大 量 没有 被 包装 
的 游离 DNA 及 喉 菌 体 颗粒 便 一 同 转移 到 膜 上 。 可 从 同一 叭 菌 斑 平板 上 连续 印 
几 张 同样 的 硝酸 纤维 素 膜 ,进行 重复 实验 ,而且 可 以 使 用 两 种 或 数 种 不 同 的 控 
针 筛 选 同 一 套 重组 子 ,提高 结果 的 可 靠 性 。 

5.3.5.2 ”PCR 筛选 法 

PCR 筛选 法 与 核酸 杂交 筛选 法 具有 同样 的 通用 性 ,而 且 操 作 简单 ,但 前 提 
是 已 知足 够 的 序列 信息 并 获得 基因 特异 性 引物 。 例 如 ,要 从 一 个 基因 组 DNA 文 
库 筛 选 目的 基因 ,首先 将 整个 文库 (以 质粒 的 形式 或 者 细菌 的 形式 均 可 ) 保 存在 
多 孔 培 养 板 上 ,用 设计 好 的 目的 基因 探 针 对 每 个 孔 进 行 PCR 筛选 ,鉴定 出 阳性 
的 孔 ,把 每 个 阳性 孔 中 的 克隆 再 稀释 到 次 级 多 孔 板 中 进行 PCR 筛选 。 重 复 以 上 
程序 ,直到 鉴定 出 与 目的 基因 对 应 的 单个 克隆 为 止 。 

5.3.5.3 ”免疫 筛选 法 

由 于 免疫 筛选 法 是 基于 抗原 抗体 特异 性 结合 原理 ,所 以 该 法 适用 于 对 表达 
文库 的 筛选 。 也 就 是 说 DNA 文库 或 者 cDNA 文库 是 用 表达 载体 构建 的 ,每 个 克 
隆 都 可 以 在 宿主 菌 中 表达 ,产生 一 段 多 肽 。 如 果实 验 中 靶 基 因 的 序列 完全 未 知 
但 是 有 针对 该 基因 产物 的 特异 性 抗体 ,就 可 以 用 免疫 筛选 法 进行 筛选 。 


CC 全， 四) 文库 销 于 E.coli 


5 形成 哟 菌 斑 


转移 到 


2 人 吸收 入 噬菌体 中 
表达 的 外 源 蛋 白 


洗 去 未 结合 的 抗体 
加 入 酶 偶 联 的 二 抗 


有 图 5-18 噬菌体 表达 文库 的 免疫 化 学 筛选 法 示意 图 


& "A DG 访 芽 于 记 


| 


3 


有 尼 ] 相 了 hi AT 


|: 


3 
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免疫 检测 与 菌落 或 叭 菌 斑 的 核酸 杂交 相似 , 先 将 菌落 或 噬 菌 斑 影 印 到 硝酸 
纤维 素 膜 上 , 原 位 溶解 菌落 释放 抗原 蛋白 ,再 用 抗体 与 固定 了 抗原 的 膜 杂 交 , 抗 
原 抗体 结合 后 ,再 用 标记 的 二 抗 与 之 反应 ,通过 对 标志 物 的 检测 ,就 可 以 找到 阳 
性 克隆 (图 5-18)。 


5.4 ”SNP 的 理论 与 应 用 


SNP 是 single nucleotide polymorphism 的 缩写 ， 中 文 翻译 为 单 核 背 酸 多 态 
性 , 指 基 因 组 DNA 序列 中 由 于 单个 核 苷 酸 (A,T,C 和 G) 的 突变 而 引起 的 多 态 
性 。 染色体 DNA 同一 位 置 上 的 每 个 碱 基 类 型 叫做 一 个 等 位 位 点 。SNP 是 基因 组 
中 最 简单 .最 常见 的 多 态 性 形式 ,具有 很 高 的 遗传 稳定 性 。 随 着 SNP 检测 和 分 析 
技术 的 进一步 发 展 , 已 经 成 为 继 限制 性 片段 长 度 多 态 性 (RFLP) 和 微 卫 星 标 记 
(SSR) 之 后 的 第 三 代 遗 传 标 记 。 


5.4.1 SNP 概述 


一 个 SNP 表示 在 基因 组 某 个 位 点 上 一 个 核 苷 酸 的 变化 ,这 种 变化 可 能 是 转 
换 (C+ 一 TT, 在 其 互补 链 上 则 为 GA), 也 可 能 是 颠 换 (C+ 一 >*A,G<T， 
Ce 一 >G,At 一 oT) ,具有 转换 型 变异 的 SNP 约 占 SNP 总 量 的 2/3 左右 ,转换 的 概 
率 之 所 以 高 ,是 因为 CpG 二 核 苷 酸 上 的 胞 喀 啶 (C) 残 基 是 人 类 基因 组 中 最 易 发 
生 突 变 的 位 点 ,其 中 大 多 数 是 甲 基 化 的 ,可 自发 地 脱 去 氨基 而 形成 胸腺 喀 啶 
(T)。SNP 广泛 存在 于 人 类 基因 组 中 ,其 发 生 频 率 约 为 1% 或 更 高 。 据 估计 ,人 类 
DNA 中 每 300~1 000 bp 就 有 一 个 SNP, 因 此 ,一 个 人 类 个 体 大 约 携带 300 万 ~ 
1 000 万 个 SNPs。 位 于 染色 体 上 某 一 区 域 的 一 组 相关 联 的 SNP 等 位 位 点 被 称 
作 单 倍 型 (haplotype) , 相 邻 SNPs 的 等 位 位 点 倾向 于 以 一 个 整体 遗传 给 后 代 ( 图 
5-19)。 


染色 体 A ”染色 体 A' 染色 体 A ”染色 体 A' 
SNP1 | "| | "| 
或 
SNP2 6G T T G 
有 1 图 5-19 单 倍 型 是 染色 体 上 共同 遗传 的 SNP 组合 注 :SNP1 
和 SNP2 在 同一 条 染色 体 上 而 且 距 离 很 近 ,SNPI1 有 等 位 位 点 AA 


和 G,SNP2 有 等 位 位 点 G 和 于 。 因 此 ， 染 色 体 对 有 两 种 可 能 的 
SNP 组 合 。 


根据 SNP 在 基因 组 中 的 分 布 位 置 可 分 为 基因 编码 区 SNP(cSNP) ,基因 调控 
区 SNP(PSNP) 和 基因 问 随 机 非 编码 区 SNP(rSNP) 等 三 类 。 因 为 编码 区 内 的 变异 
率 仅 占 周围 序列 的 1/5 ,eSNP 的 总 量 显著 少 于 其 他 两 类 SNPs。 从 对 生物 遗传 性 
状 的 影响 上 看 ,cSNP 又 可 分 为 2 种 ， 一 种 是 同 义 cSNP (synonymous cSNP) , 即 
SNP 所 导致 的 编码 序列 改变 并 不 影响 其 所 翻译 的 蛋白 质 的 氨基 酸 序列 ,突变 碱 
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基 与 未 突变 碱 基 的 含义 相同 ; 男 一 种 是 非 同 义 cSNP(non-synonymous cSNP) , 指 
碱 基 序 列 的 改变 可 使 以 其 为 蓝本 翻译 的 蛋白 质 序列 发 生 改变 ,从 而 影响 蛋白 质 
的 功能 。 这 种 改变 常常 是 导致 生物 性 状 改变 的 直接 原因 。 位 于 基因 调控 区 的 
SNP 则 会 影响 基因 表达 量 的 多 少 ,因此 ,这 两 类 SNP 在 功能 和 疾病 发 生发 展 方 
面具 有 更 重要 的 意义 。 

研究 表明 ， 某 玉米 储藏 蛋白 的 8 个 基因 型 共 包含 了 3 个 单 倍 型 (H1,H2 和 
H3)， 它 们 分 别 由 多 个 相 邻 的 SNP 所 构成 。 在 Hl 和 H2 中 ， 外 显 子 区 的 57 位 
(C 一 T) .内 含 子玉 的 232 位 和 236 位 (C 一 T) ,共有 3 个 SNPs ,说 明 这 两 个 单 倍 型 
至 少 是 3 个 等 位 基因 的 集合 。 在 H3 和 H2 中 ,外 显 子 了 的 130 位 (T 一 C) .165 位 
(A 一 T) ,内 含 子 区 的 232 位 (C 一 T) .236 位 (C 一 T) ,共有 4 个 SNPs( 表 5-4)。 


表 5-4 玉米 储藏 蛋白 基因 globulin1 不 同 单 倍 型 和 基因 型 之 间 的 多 态 性 比较 
外 显 子 V 


130 


HIl H -4 T 下 A T T 
H -3 T T A T T 
H -1 了 T A T T 
E-2 T T 和 A T » 
B -73 T T A T 下 
H2 MO17 C T A C C 
B-i C 是 A C C 
H3 H60 tC C T 下 


5.4.2 SNP 的 检测 技术 


传统 的 SNP 检测 方法 是 采用 已 有 技术 ， 如 限制 性 酶 切片 段 长 度 多 态 性 
(RFLP)、PCR- 单 链 构 象 多 态 性 (PCR-SSCP) 毛细 管 电泳 及 变性 高 效 液 相 色 谱 
(DHPLC) 等 ,由 于 上 述 技 术 都 必须 通过 凝 胶 电泳 进行 分 析 , 通 量 受到 限制 ,而 且 
这 些 方法 仅 能 判断 SNP 的 有 无 而 不 能 知道 确切 的 碱 基 类 型 ， 只 有 进行 DNA 序 
列 分 析 才 能 确认 所 发 现 的 SNP。 因此 ,目前 国际 上 最 常见 的 仍然 是 通过 DNA 测 
序 法 获得 新 的 SNP。 

基因 分 型 (genotyping) 是 指 利用 数据 库 中 已 有 的 SNP 进行 特定 人 群 的 序列 
和 发 生 频 率 的 研究 ,主要 包括 基因 芯片 技术 .Taqman 技术 .分子 信 标 (molecular 
beacon ) 技 术 和 焦 磷 酸 测序 法 (pyrosequencing) 等 。 

1. 基因 芯片 技术 

基因 芯片 技术 是 在 固 相 支持 介质 上 进行 分 子 杂交 和 原 位 荧光 检测 的 一 种 
高 通 量 SNP 分 析 方法 。 通 过 优化 芯片 杂交 程序 ,使 探 针 只 与 完全 互补 的 序列 杂 
交 而 不 与 含有 单个 错 配 碱 基 的 序列 杂交 。 待 测 基因 样品 经 PCR 扩 增 及 荣光 化 
学 标记 后 与 固定 的 探 针 进行 杂交 。 由 于 目标 基因 和 探 针 杂 交 的 程度 与 荧光 强度 
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及 种 类 相关 ,因此 通过 激光 扫描 ,可 根据 荧光 强 弱 或 荧光 的 种 类 检测 出 被 检 序 
列 的 碱 基 类 别 。 美国 昂 菲 公司 已 制 成 此 类 芯片 ,其 优点 是 高 通 量 ,一 次 可 对 多 个 
SNP 进行 规模 性 筛选 ,被 检 起 始 材 料 也 很 少 ,操作 步骤 简 单 。 缺 点 是 芯片 设计 成 
本 高 ,由 于 DNA 样品 的 复杂 性 ,有 些 SNP 不 能 被 检 出 。 

2. Taqman 技术 

在 PCR 反应 系统 中 加 入 2 种 不 同 荧光 标记 的 探 针 ， 它 们 分 别 与 两 个 等 位 基 
因 完 全 配对 。 探 针 的 设计 运用 了 荧光 共振 能 量 转 换 (fluorescence resonance ener- 
gy transfer,FRET) 技 术 , 探 针 的 5' 端 和 3' 端 分 别 用 特殊 染料 标记 , 称 为 供 体 - 受 体 
染料 对 或 引爆 - 狮 灭 染料 对 。 正 常情 况 下 ,由 于 探 针 5' 端 荧光 基 团 和 3' 端 久 灭 基 
团 紧 邻 在 一 起 , 供 体 所 发 荧光 由 于 其 光谱 在 空间 上 接近 受 体 染 料 而 被 长 灭 , 只 有 当 
两 者 分 离 时 才能 检测 到 供 体 所 发 出 的 荧光 。 随 着 PCR 的 有 效 进 行 , 与 模板 完全 配对 
的 探 针 逐步 被 Taq DNA 聚合 酶 的 5' 一 3' 外 切 活性 所 切割 ， 致 使 探 针 5' 端 上 的 荧光 
基 团 与 3' 端 的 独 灭 基 团 分 离 , 猴 灭 效应 解除 , 供 体 的 荧光 基 团 被 激活 (图 5-20a) ;而 
与 模板 不 能 完全 配对 的 探 针 (代表 另 一 种 等 位 基因 ) 不 能 被 有 效 切割 , 供 体 荧光 
基 团 依然 被 猎 灭 。 通 过 相应 仪器 检测 荧光 值 的 变化 , 便 可 进行 基因 分 型 。 


有 图 5-20 Taqman 技术 及 分 子 信 标 技术 原理 示意 图 (a)Taqman 
技术 示意 图 ;(b) 分 子 信和 标 技术 示意 图 。 黑 色 条 带 表示 待 检测 DNA 
序列 ,灰色 短 条 带 表 示 探 针 , 中 间 有 白色 小 格 表示 该 探 针 与 待 测 
序列 不 完全 匹配 ,三 角 和 圆 力 表示 供 体 和 受 体 染 料 对 , 星 形 表示 激 
发 荧光 。 


3. 分 子 信 标 技术 

与 Taqman 技术 相似 ,分 子 信 标 技术 (molecular beacon) 也 是 在 PCR 反应 体 
系 中 加 入 荧光 标记 的 探 针 与 靶 序列 杂交 ,通过 仪器 检测 荧光 值 的 变化 ,进行 基 
因 分 型 。 分 子 信 标 是 一 种 呈 荃 环 结构 的 荧光 标记 的 寡 核 苷 酸 , 环 状 区 与 靶 序 列 
特异 性 结合 ， 茎 干 区 由 5~8 个 碱 基 对 组 成 ,5' 端 带 有 荣光 发 生 基 团 ,3' 端 带 有 荧 


5.4_SNP 的 理论 与 应 用 > 


光 猴 灭 基 团 。 自 由 状态 时 ,分 子 信和 标 呈 发 卡 式 结构 ,从 而 荧光 基 团 和 锤 灭 基 团 相 
距 较 近 ( 约 7~10 nm), 发 生 荧光 共振 能 量 转 移 ,使 荧光 基 团 发 出 的 荧光 被 狂 灭 
基 团 吸收 并 以 热 的 形式 散发 ,荧光 几乎 完全 被 独 灭 。 当 分 子 信 标 与 技 分 子 相 结 
合 时 ,荧光 基 团 和 儿 灭 基 团 之 间 的 距离 增 大 ,分 子 信 标 的 荧光 几乎 100% 恢 复 ， 
所 检测 到 的 荧光 强度 与 溶液 中 靶 标 量 成 正比 (图 5-20b)。 如 果 靶 序列 中 存在 错 
配 碱 基 ,分 子 信 标 与 靶 序 列 的 结合 就 不 稳定 ,就 不 会 产生 荧光 。 分子 信 标 法 在 选 
择 荧光 染料 时 ,不 必 像 Taqman 法 那样 考虑 染料 之 间 光 谱 的 重合 性 ,一 次 可 以 使 
用 4 种 或 4 种 以 上 染料 ,同时 对 多 个 SNP 进行 分 析 。 Taqman 法 和 分 子 信 标 法 优 
点 都 是 操作 简单 ,可 以 自动 化 ;缺点 是 不 能 达到 高 通 量 分 析 ,荧光 探 针 费用 高 。 

4. 焦 磷酸 测序 法 

焦 磷 酸 测序 法 (pyrosequencing) 是 一 种 不 依赖 平板 胶 或 毛细 管 电 泳 ,不 依赖 
DNA 的 荧光 标记 /激发 /检测 体系 的 序列 分 析 技 术 ,适用 于 已 知 序 列 的 DNA 片段 
进行 验证 分 析 ,适用 于 已 知 SNP 的 序列 验证 及 基因 分 型 。 焦 磷酸 测序 法 主要 是 
由 四 种 酶 催化 同一 反应 体系 中 的 酶 级 联 反 应 ， 包 括 DNA 聚合 酶 (DNA poly- 
merase) 、 硫 酸化 酶 (ATP sulfurylase)、 萤 光 素 酶 (luciferase) 和 双 磷 酸 酶 
(apyrase) ,反应 底 物 为 adenosine $'phosphosulfate(APS) 和 莉 光 素 (luciferin)。 反 
应 体系 还 包括 待 测 序 的 DNA 单 链 和 测序 引物 。 在 每 一 轮 测序 反应 中 ,加 入 一 种 
dNTP, 如 该 dNTP 与 模板 配对 ,聚合 酶 就 可 以 催化 该 dNTP 挫 入 到 引物 链 中 并 释 
放 焦 磷酸 基 团 (PPi)。 挫 和 人 的 dNTP 和 释放 的 焦 磷酸 的 物质 的 量 相 等 。 反 应 时 
dATP 由 deoxyadenosine alfa-thio triphosphate(dATPaS) 替 代 , 因 为 DNA 聚合 酶 
对 dATPasS 的 催化 效率 比 对 dATP 的 催化 效率 高 ,日 dATP 是 莹 光 素 酶 的 底 物 ， 
dATPasS 不 是 。 硫 酸化 酶 催化 APS 和 PP 形成 ATP, 其 物质 的 量 和 焦 磷酸 一 致 。 
ATP 驱动 草 光 素 酶 介 导 的 莉 光 素 向 氧化 莉 光 素 (oxyluciferin ) 的 转化 ,氧化 草 光 
素 发 出 与 ATP 含量 成 正比 的 可 见 光 信 号 。 光 信号 由 CCD 摄像 机 检测 并 通过 相 
应 的 软件 得 到 反映 。 每 个 峰 的 高 度 ( 光 信 号 ) 与 反应 中 失信 的 核 苷 酸 数 成 正比 。 
ATP 和 未 掺 入 的 dNTP 由 双 磷 酸 酶 降解 , 狸 灭 光 信号 ,并 再 生 反 应 体系 ,加 入 另 
一 种 dNTP 进行 下 一 轮 反 应 。 随 着 以 上 过 程 的 循环 进行 ,互补 DNA 链 合成 ,DNA 
序列 信号 峰 确定 (图 5-21)s 该 技术 分 析 系 统 自动 化 程度 高 , 通 量 大 ,速度 快 , 易 
于 建立 标准 化 操作 ,适合 大 规模 SNP 研究 及 基因 分 型 。 


(DNA), +dNTP (DNA),,,+PP, 
APS+PP， ATP 


莹 光 素 ”氧化 萤 光 素 


dNTP 一 双 磷 酸 酶 ” 。dNDP+dNMP+P， 
双 磷 酸 酶 


ATP 


ADP+AMP+P; ATP 光 信 号 


有 图 5-21 焦 磷 酸 测 序 法 示意 图 
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1. 人 类 基因 单 体型 图 的 绘制 

大 多 数 染色 体 区 域 只 有 少数 几 个 常见 的 单 体型 ,代表 了 一 个 群体 中 人 与 人 之 
间 的 大 部 分 多 态 性 。 某 些 染 色 体 区 域 可 以 有 很 多 SNP 位 点 ,但 是 只 用 少数 几 个 标签 
SNPs ,就 能 够 提供 该 区 域内 大 多 数 的 遗传 多 态 性 模式 。 绘制 人 类 基因 单 体 型 图 的 目 
的 就 是 描述 人 类 常见 的 遗传 多 态 性 模式 和 染色 体 上 具有 成 组 紧密 关联 SNPs 的 区 
域 。2002 年 10 月 ,国际 人 类 基因 组 单 体型 图 计划 (HapMap 计划 ) 正 式 启动 ,截至 目 
前 已 有 超过 150 万 SNPs 被 精确 定位 于 各 染色 体 上 ， 并 且 已 经 根据 这 些 SNPs 对 
来 自 4 个 不 同人 种 的 269 份 DNA 样品 进行 了 基因 分 型 。 后 期 目标 是 要 使 总 密度 
达到 每 500 bp 有 一 个 SNP。 通 过 不 同 个 体 基 因 组 DNA 的 基因 分 型 和 频率 计算 ， 
绘制 更 加 精密 的 单 倍 型 图 谱 。 人 类 基因 单 体型 图 的 绘制 完成 ,将 为 我 们 精确 定位 
复杂 疾病 (如 糖尿 病 ,癌症 ,心脏 病 , 脑 卒中 和 哮喘 等 ) 易 感 基 因 提 供 重要 信息 。 

2. SNP 与 疾病 易 感 基因 的 相关 性 分 析 

当 一 个 遗传 标记 的 频率 在 患者 中 明显 超过 非 患者 时 ,就 表明 该 标记 可 能 与 
这 种 疾病 相关 。 随 着 大 量 代 谢 通路 和 上 百 万 SNPs 的 确认 ,SNP 作为 新 一 代 遗 传 
标记 在 人 类 疾病 研究 中 显示 出 极 高 的 潜在 价值 。 已 经 有 高 血压 哮喘、 类 风湿 关 
节 炎 .肺癌 前列腺 瘤 等 许多 易 感 基因 通过 SNP 的 相关 研究 被 发 现 。 

3. 指导 用 药 与 药物 设计 

由 于 SNP 能 够 充分 反映 个 体 间 的 遗传 差异 ， 所 以 通过 研究 SNP 与 个 体 对 
药物 敏感 或 耐 受 的 相关 性 研究 ,可 能 阐明 遗传 因素 对 药 效 的 影响 ,因此 可 能 建 
立 与 基因 型 相关 的 治疗 方案 ,对 患者 施行 个 性 化 用 药 。 另 外 , 随 着 SNP 的 研究 与 
药物 基因 组 学 的 结合 ,根据 特定 的 基因 型 来 设计 药物 将 成 为 可 能 。 


5.5 ”基因 克隆 技术 


在 当今 生命 科学 的 各 个 研究 领域 中 , “克隆 "(clone) 一 词 已 被 广泛 使 用 。 在 
多 细胞 的 高 等 生物 个 体 水 平 上 ,人 们 用 克隆 表示 由 具有 相同 基因 型 的 同一 物种 
的 两 个 或 数 个 个 体 组 成 的 群体 ,所 以 说 ,从 同一 受精 卵 分 裂 而 来 的 单 卵 双生 子 
(monozygotic twins) 便 是 属于 同一 克隆 。 在 细胞 水 平 上 ,克隆 一 词 是 指 由 同一 个 
祖 细胞 (progenitor cell) 分 裂 而 来 的 一 群 带 有 完全 相同 遗传 物质 的 子 细胞 。 在 分 
子 生物 学 中 ,人 们 把 将 外 源 DNA 插入 具有 复制 能 力 的 载体 DNA 中 ,使 之 得 以 
永久 保存 和 复制 的 过 程 称 为 克隆 。 

真 核 生 物 基因 组 DNA 十 分 庞大 ,而 且 含有 大 量 的 重复 序列 。 因 此 ,无论 是 
采用 电泳 分 离 技术 还 是 通过 杂交 的 方法 ,都 难以 直接 分 离 到 目的 基因 片段 。 这 
个 问题 可 以 通过 由 mRNA 产生 的 cDNA 进行 克隆 而 得 以 部 分 解决 ,因为 尽管 高 
等 生物 一 般 具 有 约 3 万 ~5 万 种 不 同 的 基因 ,但 在 一 定时 间 阶 段 的 单个 细胞 
或 组 织 中 , 仅 有 15% 左 右 的 基因 得 以 表达 ,产生 出 约 5 000~10 000 种 不 同 的 
mRNA 分 子 。CDNA 克隆 的 基本 过 程 是 通过 一 系列 酶 催 作 用 ,使 总 poly A mRNA 


5.5 基因 克隆 技术 p> 


转变 成 双 链 cDNA 群体 并 插入 到 适当 的 载体 分 子 上 ,转化 大 肠 杆菌 宿主 菌株 细 
胞 ,构成 包含 所 有 基因 编码 序列 的 cDNA 基因 文库 。 


5.5.1 RACE 技术 


RACE (rapid amplification of cDNA ends) 技 术 是 一 项 在 已 知 cDNA 序列 的 
基础 上 克隆 5' 端 或 3' 端 缺失 序列 的 技术 ， 在 很 大 程度 上 依赖 于 RNA 连接 酶 连 
接 和 寡 聚 帽子 的 快速 扩 增 。 已 知 cDNA 序列 可 来 自序 列表 达标 签 、 减 法 cDNA 
库 . 差 式 显示 和 基因 文库 筛选 。 主 要 操作 步骤 如 下 (图 5-22)。 


5 mRNA A， 
49 GSP1 
5 A, 
149 
mete dd 5’ 
19 
OCROC 一 
a 
3'CC:…CC Sr 


GSP2 


Win 
本 
' 
二 
二 
二 
' 
' 
Pi 
or 1 
| 
9 


有 图 5-22 5' 和 3'RACE 流程 图 


QD 在 反 转 录 酶 的 作用 下 ， 用 已 知 基因 片 
段 内 部 特异 引物 (gene-specific primer 1， 
GSP1) 起 始 cDNA 第 一 条 链 的 合成 

加 用 RNase 混合 物 降解 模板 mRNA 并 
纯化 已 合成 的 cDNA 第 一 条 链 

人 @) 由 未 端 转移 酶 在 已 合成 的 cDNA 链 的 
cDNA 链 3' 端 连续 加 入 dCTP ,形成 oligo 
dC 尾巴 

由 以 连 有 oligo dC 的 锚 定 引物 (anchor 
primer,AP) 和 基因 片段 内 部 特异 引物 
GSP2 进行 nest PCR 扩 增 ,以 期 得 到 目的 
基因 5' 端 片段 并 检测 


a. 在 反 转 录 酶 的 作用 下 ， 以 连 有 可 以 与 
mRNA 3' 多 核 苷 酸 尾 配对 的 oligo dT 的 锚 
定 引 物 AP 起 始 cDNA 第 一 条 链 的 合成 


b. 用 RNase 降解 模板 mRNA 


c. 用 锚 定 引物 AP 和 基因 片段 内 部 特异 
引物 CSP 进行 PCR 扩 增 ,以 期 得 到 目的 
基因 3' 端 片段 ,并 进行 检测 


1. 获得 高 质量 总 RNA。 包 括 完整 的 mRNA .tRNA rRNA 和 部 分 不 完整 的 


mRNA 。 


2. 去 磷酸 化 作用 。 带 帽子 结构 的 mRNA 不 受 影 响 。 
3. 去 掉 mRNA 的 5 帽子 结构 ， 加 特异 性 RNA 寡 聚 接头 并 以 RNA 连接 酶 


相连 接 。 


4. 以 特异 性 寡 聚 dT 为 引物 ,在 反 转 录 酶 的 作用 下 , 反 转 录 合 成 第 一 条 
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cDNA 链 ,包含 了 寡 聚 接头 的 互补 序列 。 

5. 分 别 以 第 一 链 cDNA 为 模板 进行 RACE 反应 .5'RACE 以 5' 端 RNA 寡 聚 
接头 的 部 分 序列 和 基因 特异 的 3' 端 反 向 引物 进行 PCR 扩 增 ， 获 得 基因 的 5' 端 
序列 ,3'RACE 以 5' 端 基因 特异 的 引物 和 3' 端 窒 聚 dT 下游 部 分 序列 为 引物 进行 
PCR 扩 增 ,获得 基因 的 3' 端 序列 。 如 果 只 对 3' 端 序列 感 兴 趣 , 可 以 越过 2.3 步 ， 
直接 从 第 4 步 开 始 进行 3'RACE。 

6. 将 纯化 后 的 PCR 产物 克 降 到 载体 DNA 中 ,进行 序列 分 析 。 除 了 获得 全 
长 cDNA 之 外 ,RACE 技术 还 被 用 于 识别 5 和 3' 端 非 转 录 序 列 ， 研 究 转录 起 始 
位 点 的 不 均一 性 ,研究 启动 子 区 的 保守 性 。 


5.5.2 ”应 用 cDNA 差 示 分 析 法 克隆 基因 


尽管 分 子 生物 学 研究 数 十 年 来 得 到 了 长 足 的 发 展 ， 大 量 分 子 克隆 技术 日 至 成 
熟 和 完善 ,但 是 ,要 在 没有 任何 探 针 的 情况 下 克隆 控制 某 一 特定 性 状 或 生理 反应 中 
间 步 骤 的 基因 仍然 有 很 强 的 挑战 性 。 作 为 对 染色 体 步 移 技术 、 定 位 克隆 技术 和 
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有 图 5-23 RDA 流程 图 


5.5 基因 克隆 技术 > 


cDNA 差 显 技术 等 方法 的 补充 ,cDNA 差 示 分 析 法 (representational difference anal- 
ysis,RDA) 充 分 发 挥 了 PCR 能 以 指数 形式 扩 增 双 链 DNA 模板 ,而 仅 以 线性 形式 扩 
增 单 链 模板 的 特性 ,通过 降低 cDNA 群体 复杂 性 和 更 换 cDNA 两 端 接头 等 方法 , 特 
异性 扩 增 目的 基因 片段 (图 5-23)。 因为 试验 材料 (tester) 和 探 针 材料 (driver) 在 接受 
差 示 分 析 前 均 经 一 个 4 碱 基 切 割 酶 处 理 ,形成 平均 长 度 2S6bp 的 代表 群 (representa- 
tion) ,保证 绝 大 部 分 遗传 信息 能 被 PCR 扩 增 ,第 一 次 T 减 D 反应 中 两 者 的 物质 的 量 
比 就 要 求 达到 1:100 或 更 高 ， 经 过 2~3 次 重复 后 ,TT 群体 中 非特 异性 序列 几乎 没有 
偶然 逃脱 的 可 能 性 。 每 次 T 减 D 反应 后 仅 设置 72% 复 性 与 延伸 ,94%C 变 性 这 两 个 
参数 共 20 个 PCR 循环 ,PCR 产物 的 特异 性 和 所 得 cDNA 片段 的 纯度 均 较 高 。 


5.5.3 Gateway 大 规模 克隆 技术 


随 着 越 来 越 多 的 动 植物 基因 组 全 序列 被 测定 ,前 所 未 有 的 编码 基因 (可 译 
框架 ) 被 识别 ,但 是 ,目前 还 不 清楚 绝 大 部 分 基因 的 功能 。 要 站 明 这 些 基因 的 功 
能 ,就 必须 把 不 同 的 可 译 框架 连 和 人 各 种 载体 ,进行 蛋白 质 表 达 、 抗 体制 备 、 宿 主 
细胞 或 植物 转化 、 表 型 分 析 细胞 内 定位 以 及 目的 蛋白 与 其 他 分 子 的 相互 作用 
等 后 续 研 究 。 传 统 的 酶 切 连接 方法 不 能 满足 大 规模 克隆 的 需要 ,只 有 通过 一 种 
高 效 的 对 载体 和 宿主 没有 依赖 性 的 克隆 系统 ,才能 完成 这 项 繁杂 的 工作 。Gate- 
way 基因 大 规模 克隆 法 利用 入 喉 菌 体 进 行 位 点 特异 性 DNA 片段 重组 ,实现 了 不 
需要 传统 的 酶 切 连接 过 程 的 基因 快速 克隆 和 载体 间 平 行 转移 ,为 大 规模 克隆 基 
因 组 注释 的 可 译 框 架 提供 了 保障 。 

Gateway 克隆 技术 主要 包括 TOPO 反应 和 LR 反应 。TOPO 反应 将 目的 基因 
PCR 产物 连 人 Entry 载体 ,该 载体 上 的 CCCTT 被 拓扑 异 构 酶 所 识别 , 切 开 后 通 
过 274 位 酷 氨 酸 与 切口 处 的 磷酸 基 团 形成 共 价 键 ， 从 而 将 该 酶 偶 联 在 载体 上 。 
加 入 PCR 产物 后 ,形成 的 3 突出 端 GTGG ,攻击 PCR 产物 的 互补 性 未 端 并 与 接 
头 序 列 CACC 退火 , 切 去 GTGG 后 使 PCR 产物 以 正确 方向 连 人 Entry 载体 (图 
5-24a) 。 

LR 反应 被 用 于 将 目的 片段 从 Entry 载体 中 重组 人 表达 载体 。Entry 载体 上 
基因 两 端 具有 attL1 和 attL2 位 点 ,目的 载体 上 含有 attR1 和 attR2 位 点 ,在 重组 
蛋白 的 作用 下 发 生 定向 重组 ,形成 新 的 位 点 attB1 和 attB2 ,将 目的 基因 转移 到 
表达 载体 中 (图 5-24b)。 


5.5.4 ”基因 的 图 位 克隆 法 


基因 的 图 位 克隆 法 (map-based cloning) 是 分 离 未 知性 状 目的 基因 的 一 种 好 
方法 。 从 理论 上 说 ,所 有 具有 某 种 表现 型 的 基因 都 可 以 通过 该 方法 克隆 得 到 . 首 
先 ,通过 构建 遗传 连锁 图 ,将 目的 基因 定位 到 某 个 染色 体 的 特定 位 点 ,并 在 其 两 
侧 确定 紧密 连锁 的 RFLP 或 RAPD 分 子 标记 。 其 次 ,通过 对 许多 不 同 的 生态 型 
及 大 量 限制 性 内 切 酶 和 杂交 探 针 的 分 析 , 找 出 与 目的 基因 距离 最 近 的 RFLP 标 
记 ， 通 过 染色 体 步 移 技术 将 位 于 这 两 个 标记 之 间 的 基因 片段 克隆 并 分 离 出 来 
(图 5-25)。 然后 ,根据 基因 功能 互 作 原 理 鉴 定 目的 基因 , 在 RFLP 作 图 中 ,连锁 
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GENE 


PENTR 基因 
(Entry 载体 ) 


(a) 


pENTR_ attLl 于 attL2 attB1 基因 attB2 
基 LR 


VD 


日 的 收 体 -上 [vc 


att cc att att ce att 
RI se dB R2 P1 We dB P2 
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p 目的 基因 


上 图 5-24 Gateway 大 规模 克隆 策略 (a)TOPO 反应 ,将 由 PCR 得 到 的 目的 基因 连 入 Entry 载体 ;(b)LR 反 
应 ,通过 位 点 特异 性 重组 将 目的 基因 从 Entry 载体 连 入 表达 载体 。 


方向 
Cr 
Ss 
2 b4 = 
植物 基因 组 
DNA 间隔 100 kb 


有 图 5-25 染色 体 步 移 法 克隆 基因 示意 图 
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5.6 ”有 蛋白 质 组 与 蛋白 质 组 学 技术 >> 


距离 是 根据 重组 率 来 计算 的 ,1 cM( 厘 摩 ) 相 当 于 1% 的 重组 率 。 人 类 基因 组 中 ， 
1 cM 二 1 000 kb; 拟 南 芥 中 ,1 cM 二 290 kb; 小 麦 中 ,1 cM 二 3 500 kb。 

由 于 水 稻 基因 组 比较 小 ,与 其 他 单子 叶 植 物 有 较 高 的 共 线 性 现象 ,而 且 基 
因 组 序列 分 析 工 作 已 经 基本 完成 ,基因 转化 系统 也 比较 完善 ,所 以 成 为 单子 叶 
植物 功能 基因 研究 的 模式 系统 。 近 年 来 ,我国 科学 家 利用 自主 筛选 的 水 稻 突变 
体 和 高 密度 分 子 标记 遗传 图 谱 ,应 用 该 技术 成 功 地 分 离 出 多 个 具有 重要 生理 功 
能 的 水 稻 基因 ,包括 控制 水 稻 分 莹 的 关键 基因 MOC1 和 控制 植株 葵 秆 强度 的 脆 
杆 基因 BC1。 图 5-26 介绍 了 图 位 法 克隆 BC1 基因 的 实验 流程 。 


(a) ~ bw i 
修 < HS 


(b) BACs BACI 52G19f 
BAC3 S$7M10r 
36N23f 
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™ 
重组 子 34 _ 一 一 6 6 28、 
i os 
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P1 P2 P3 “P4~~、P5 
a 5 0 2 2 
a 1 | 、 
(d) P2 ATG bcl-2 bcl-l TGA “P4 


1 kb 


有 图 5-26 用 图 位 克隆 法 获得 水 稳 脆 杆 基因 BC1 (a) 首 先 将 BC1 位 点 定位 于 
水 稻 3 号 染色 体 (Chr3) 着 丝 粒 区 的 分 子 标 记 C524a 和 RM16 之 间 ;(b) 种 盖 
BC1 位 点 的 BAC 大 片段 ,数字 表示 从 7 068 个 bc1-2 突变 体 F2 植株 中 鉴定 出 
的 重组 子 数目 ;(c)BCl1 位 点 的 精细 定位 ,BC1 位 点 被 定位 于 CAPS (cleaved 
amplified polymorphic sequence) 分 子 标记 P2 和 P4 之 间 3.3 kb 的 DNA 区 段 ， 
并 与 P3 标记 共 分 离 ;(d)BC1 基因 结构 ,黑色 和 矩 框 为 编码 区 ,白色 和 矩 框 为 $" 和 
3" 非 翻译 区 , 矩 框 之 间 的 线段 为 内 仍 子 。Bc1-1 和 bcl-2 表示 两 个 脆 杆 突变 体 的 
突变 位 点 。 


5.6 和 绰 日 质 组 与 蛋白 质 组 学 技术 


1995 年 ,澳大利亚 科学 家 首次 在 电泳 杂志 (Electrophoresis) 上 发 表 关 于 和 蛋 
白质 组 学 (proteome) 概念 的 论文 。 蛋 白质 组 学 是 蛋白 质 (protein) 和 基因 组 
(genome) 研 究 在 形式 和 内 容 两 方面 的 完美 组 人 台 ,该 技术 致力 于 研究 某 一 物种 、 
个 体 .器 官 组织 或 细胞 在 特定 条 件 、 特 定时 间 所 表达 的 全 部 蛋白 质 图 谱 。 和 蛋白 
质 组 与 基因 组 既 相 互 对 应 又 存在 显著 不 同 ,因为 基因 组 是 确定 的 ,组 成 某 个体 
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的 所 有 细胞 共同 享有 固定 的 基因 组 ,而 各 个 基因 的 表达 调控 及 表达 程度 却 会 根 
据 时 间 、 空 间 和 环境 条 件 发 生 显著 的 变化 ,所 以 ,不 同 器 官 组织 或 细胞 内 拥有 
不 同 的 蛋白 质 组 。 由 于 和 蛋白质 分 离 (改进 后 的 双向 电泳 技术 和 高 效 液 相 色谱 技 
术 ) 和 鉴定 技术 (现代 质谱 ) 的 快速 更 新 ,由 于 基因 组 学 研究 和 生物 信息 学 的 交 
又 渗透 ,蛋白质 组 学 研究 在 近年 来 获得 了 长 足 的 进展 。 


5.6.1 双向 电泳 技术 


到 目前 为 止 ,虽然 科学 家 已 经 发 明了 多 种 蛋白 质 分 离 技术 ,双向 电泳 技术 
仍然 是 分 离 大 量 混合 蛋白 质 组 分 的 最 有 效 方法 。 科 学 家 大 约 在 1975 年 首次 建 
立 了 等 电 聚 焦 (isoelectric focusing ,IEF) 及 SDS- 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 (SDS-PAGE) 双 
问 电 瀛 技术 (two-dimensional electrophoresis ,2-D)( 图 5-27)。 该 方法 依赖 于 和 蛋 
白质 的 两 个 重要 特性 ,等 电 点 和 相对 分 子 质 量 。 蛋 白质 是 两 性 分 子 ,在 不 同 pH 
的 缓冲 液 中 表现 出 不 同 的 带电 性 ,因此 ,在 电流 的 作用 下 ,在 以 两 性 电解 质 为 介 
质 的 电泳 体系 中 ,不 同等 电 点 的 蛋白 质 会 聚集 在 介质 上 不 同 的 区 域 ( 等 电 点 ) 而 
被 分 离 。 蛋 白质 的 相对 分 子 质量 决定 了 SDS- 和 蛋白 复合 物 在 凝 胶 电泳 中 的 迁移 
率 。 聚 丙烯 酰 胺 凝 胶 中 的 去 垢 剂 SDS 带 有 大 量 的 负电 荷 ,与 之 相 比 ,蛋白质 所 带 
电荷 量 可 以 忽略 不 计 。 因 此 ,蛋白质 在 SDS 凝 胶 电场 中 的 运动 速度 (速度 与 相对 
分 子 质量 成 反比 ) 和 距离 完全 取决 于 其 相对 分 子 质 量 而 不 受 其 所 带电 荷 的 影 
啊 ,不 同 相 对 分 子 质量 的 蛋白 质 将 位 于 凝 胶 的 不 同 区 段 而 得 到 分 离 。20 世纪 80 
年 代 发 明 的 固 相 化 pH 梯度 技术 (immobilized pH gradients,IPG ) 克 服 了 载体 两 
性 电解 质 向 阴极 漂移 等 许多 缺点 ,逐步 建立 了 稳定 的 可 精确 设 定 的 pH 梯度 , 增 
大 了 和 蛋白 上 样 量 ,提高 了 双向 凝 胶 电泳 结果 的 可 重复 性 。 同时 随 着 各 种 试剂 质 
量 的 不 断 提 高 和 新 试剂 的 开发 与 应 用 ,双向 凝 胶 的 分 辩 率 空前 提高 ,其 最 大 分 
辩 率 已 达到 每 块 胶 10 000 个 蛋白 点 。 


pH3 


IEF pH10 


有 图 5-27 用 2-D 胶 展示 拟 南 芥 种 子 萌发 48h 后 的 蛋白 质 


5.6 _ 蛋白质 组 与 蛋白 质 组 学 技术 ”了 生 知 有 


5.6.2 ”蛋白 质 印迹 法 


分 子 生 物 学 中 最 常用 的 蛋白 质 技术 可 能 是 蛋白 质 印 迹 法 (Western blot- 
ting) ,又 称 免疫 印迹 法 (immunoblotling ) ,该 技术 是 20 世纪 70 年 代 末 80 年 代 
初 在 蛋白 质 凝 胶 电 泳 和 固 相 免疫 测定 基础 上 发 展 起 来 的 蛋白 质 检测 技术 ,为 
检测 样品 中 是 否 存 在 蛋白 抗原 提供 了 一 种 可 靠 的 方法 。 该 法 鉴定 蛋白 质 的 原 
理 是 根据 被 测 蛋 白 能 与 特异 性 抗体 结合 的 特性 和 该 蛋白 的 相对 分 子 质 量 。 免 
疫 印迹 法 亦 可 用 于 测定 抗原 的 其 他 特性 ， 如 抗原 的 相对 多 度 或 与 其 他 已 知 抗 
原 的 关系 , 它 也 是 评价 新 抗体 特异 性 的 一 种 有 效 方法 。 该 法 具有 高 效 、 简 便 、 灵 
敏 等 特点 。 

免疫 印迹 法 程序 可 分 为 五 个 步骤 :中 蛋白 样品 的 制备 ;四 经 过 SDS-PAGE 
分 离 样品 ;名 分 离 的 蛋白 转移 到 膜 载体 上 ,转移 后 首先 将 膜 上 未 反应 的 位 点 
封闭 起 来 以 抑制 抗体 的 非特 异性 吸附 ;人 用 固定 在 膜 上 的 蛋白 质 作 为 抗原 ， 
与 对 应 的 非 标记 抗体 (一 抗 ) 结 合 ;@@ 洗 去 未 结合 的 一 抗 ,加 入 酶 偶 联 或 放射 
性 同位 素 标记 的 二 抗 ,通过 显 色 或 放射 自 显影 法 检测 凝 胶 中 的 蛋白 成 分 (图 
SY 

影响 免疫 印迹 法 成 败 的 一 个 主要 因素 是 抗原 分 子 中 可 被 抗体 识别 的 表 位 
性 质 。 所 以 在 选择 抗体 (一 抗 ) 时 要 考虑 所 选 抗体 是 否 能 识别 凝 胶 电泳 后 转 印 到 
膜 上 的 变性 蛋白 ,还 有 所 选 抗 体 是 否 会 引起 交叉 反应 ( 表 5-5)。 第 二 个 影响 因 
素 是 蛋白 原液 中 抗原 的 浓度 。 对 于 中 等 相对 分 子 质量 的 蛋白 质 ($0 000 左右 ) 其 
浓度 需 大 于 0.1 ng 才能 被 检 出 。 如 果 要 检测 更 低 量 的 蛋白 质 ,样品 要 做 进一步 
的 纯化 。 

用 于 检测 的 二 级 抗体 一 般 分 为 以 下 三 种 ; 

1. 放射 性 标记 的 抗体 

最 早 的 Western blotting 都 采用 这 种 方法 ,这 也 是 迄今 为 止 定量 最 准确 的 方 
法 。 由 于 使 用 放射 性 同位 素 , 有 一 定 的 危险 性 ,现在 已 逐渐 被 非 放 射 性 检测 系统 
所 取代 。 

2. 与 酶 偶 联 的 抗体 

主要 包括 辣 根 过 氧化 物 酶 和 碱 性 磷酸 酯 酶 ， 如 果 选 用 辣 根 过 氧化 物 酶 
标记 的 二 抗 , 就 可 以 用 化 学 发 光 法 检测 。 在 过 氧化 氨 存 在 的 条 件 下 , 辣 根 过 
氧化 物 酶 催化 鲁 米 诺 氧化 即 可 发 光 ， 在 暗室 用 XX 线 片 曝光 法 可 以 检测 到 信 
号 (图 5-29)。 如果 选 用 碱 性 磷酸 酶 标记 的 二 抗 和 溴 氢 嘻 噪 磷酸 盐 / 硝 基 氮 蓝 
四 唑 (BCIP/NBT) 底 物 , 就 可 以 在 酶 结合 部 位 产生 肉眼 看 得 到 的 黑 紫 色 沉 淀 。 
BCIP/NBT 底 物 能 特征 性 地 产生 清晰 条 带 ， 因 此 背景 很 干净 。 反 应 可 以 被 
EDTA 终止 。 

3. 与 生物 素 相 偶 联 的 抗体 

生物 素 是 可 溶性 的 维生素 ,能 与 抗 生 物 素 蛋白 高 亲和力 结合 ,后 
与 报道 酶 相 结 合 , 以 确定 抗 生 物 -生物 素 - 靶 蛋 白 复合 物 的 位 置 并 进行 
分 析 。 
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十 本 5 分 子 生物 学 研究 法 (上 ) 一 一 DNA、RNA 及 蛋白 质 操作 技术 
M 和 蛋白 质 样 品 


SDS_PAGE 海绵 膜 胶 滤纸 


蛋白 电泳 ( 打 六 号 者 为 目的 蛋白 ) 转 膜 


DAB 和 


M(X103) 


66.2 一 一 


43.0 -一 一 


目的 蛋白 


免疫 反应 及 显 色 目的 蛋白 western blotting 结果 


有 1 图 5-28 免疫 印迹 法 示意 图 


表 5-5 抗体 的 选择 


单 克隆 抗体 
信号 强度 。 较 好 视 不 同 抗体 而 异 最 佳 
特异 性 良好 ,但 有 一 定 的 背景 ”最 佳 ,但 有 交叉 反应 最 佳 
优点 多 数 能 识别 变性 抗原 。 特异 性 好 ,抗体 来 源 不 受 ”信号 强 ,特异 性 好 ， 
限制 抗体 来 源 不 受 限制 
缺点 不 易 重复 ,有 时 背景 较 ”多 数 不 能 识别 变性 抗原 。 不 易 获 得 
深 


ae 


5.6 ”蛋白 质 组 与 蛋白 质 组 学 技术 >>> 
1 2 3 4 


TLR3-GFP 
融合 蛋白 


有 图 5-29 用 辣 根 过 氧化 物 酶 显 色 法 和 抗 GFP 的 抗体 检 
测 外 源 TLR3-GFP 融 合 蛋白 在 同一 细胞 系 不 同 克隆 株 中 
的 表达 水 平 (1,2,3,4 表示 不 同 的 克隆 株 ) 


5.6.3 和 蛋白质 的 质谱 分 析 技 术 


蛋白 质 组 学 中 最 有 意义 的 突破 是 用 生物 质谱 鉴定 电泳 分 离 后 的 蛋白 质 。 该 
技术 是 一 种 超 灵敏 的 鉴定 技术 ,从 理论 上 说 , 仅 需 极 少量 的 样品 就 可 以 获得 错 
误 率 低 于 百 万 分 之 一 的 精确 结果 。 可 将 现行 的 质谱 仪 简单 地 分 为 三 个 连续 的 组 
成 部 分 , 即 离子 源 ,离子 分 离 区 和 检测 器 。 目 前 比较 常用 的 是 基质 辅助 的 激光 解 
析 电 离 -飞行 时 间 质 谱 (matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight 
spectrometry ,MALDI-TOF) 和 电 喷 雾 质 谱 Q & (electrospray ionisation ,ESI-MS ) 。 
MALDI-TOF 的 工作 原理 是 将 从 2-D 胶 中 分 离 得 到 的 或 其 他 来 源 的 蛋白 质 酶 解 
成 小 肽 段 后 与 基质 (主要 是 有 机 酸 ) 混 合 , 将 样品 混合 物 点 到 金属 靶 表 面 上 并 使 
之 干燥 结晶 ,然后 用 激光 和 猥 击 ,将 呈 离 子 化 气体 状态 的 待 分 析 物 从 靶 表 面 喷射 
出 去 。 离 子 化 的 气体 中 每 个 分 子 带 有 一 个 或 更 多 的 正 电 荷 ,这 些 气体 肽 段 在 电 
场 中 被 加 速 后 到 达 检 测 器 的 时 间 由 肽 段 的 质量 和 其 所 带电 荷 数 的 比值 (m/z ) 决 
定 ( 图 5-30)。 通 过 分 析 那 些 只 带 有 单 电荷 的 气体 化 肽 段 便 能 掌握 该 肽 段 的 精 
确 的 分 子 质 量 ， 再 根据 不 同 质 核 比 离子 化 肽 段 到 达 检 测 器 的 时 间 绘 出 质谱 图 。 


MALDI-TOF MS 
We 


i 


人 机 和 2 A 激光 


版 质子 化 的 肽 分 子 雾 


有 图 5-30 MALDI-TOF 分 子 质谱 仪 原理 图 
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十 可 5 分 子 生物 学 研究 法 (上 ) 一 -DNA、RNA 及 蛋白 质 操作 技术 


比较 肽 质量 指纹 图 谱 与 数据 库 中 不 同 肽 段 的 理论 分 子 质 量 ,就 能 找到 与 肽 指纹 
图 谱 有 不 同 程度 相似 性 的 和 蛋白质。 

典型 的 电 喷雾 质谱 源 是 一 个 毛细 管 , 在 毛细 管 的 出 口 处 与 反 电 极 之 间 施 加 
较 高 的 电压 ,样品 溶液 从 毛细 管 流 出 时 成 为 带电 荷 的 雾 滴 ,由 于 电 喷 物 离子 源 
处 有 加 热 的 辅助 气体 (N;) 使 样品 脱 溶剂 , 液 滴 表面 缩小 , 待 分 析 的 蛋白 质 逐 渐 
以 单 电 荷 或 多 电荷 形式 成 为 气态 物质 。 电 喷雾 电离 使 蛋白 质 分 子 比 较 容易 成 为 
多 电荷 离子 ,将 大 多 数 蛋白 的 质 荷 比 降低 到 质谱 仪 的 检测 范畴 之 内 ,提高 了 质 
谱 仪 的 分 析 能 力 。ESI-QqTOF 是 在 ESI-TOF 和 三 级 四 级 杆 质谱 仪 基础 上 发 展 
起 来 的 ,ESI-QqTOF 中 的 ESI 是 指 电 奔 物 离子 源 ,Q 代表 四 级 杆 质量 分 析 器 ,q 
代表 磁 撞 室 ,主要 起 离子 碰撞 活化 和 聚焦 作用 。TOF 代表 时 间 质 量 分 析 器 。 该 仪 
器 充分 结合 了 四 级 杆 和 TOF 质量 分 析 器 的 优点 ,具有 分 辩 率 高 和 灵敏 度 高 的 特 
点 ,特别 适合 对 未 知 肽 的 检测 。 


REE 


. 哪些 重要 的 科学 发 现 和 实验 推动 了 DNA 重组 技术 的 产生 和 发 展 ? 
. 如 何 理解 PCR 扩 增 的 原理 和 过 程 ? 
. 简 述 定量 PCR 的 原理 和 过 程 。 
基因 组 DNA 文库 和 CDNA 文库 在 构建 原理 和 用 途上 的 主要 区 别 是 什么 ? 
. 基因 克隆 的 方法 主要 有 哪 几 种 ? 简 述 各 种 方法 的 原理 和 用 途 。 
. 在 基因 操作 实践 中 有 哪些 检测 核酸 和 蛋白 质 相 对 分 子 质量 的 方法 ? 
.蛋白质 组 学 的 研究 对 象 和 目的 是 什么 ? 主要 有 哪些 技术 和 方法 ? 
: SNP 作为 第 三 代 遗 传 标记 的 优点 是 什么 ? 
， 基因 分 型 的 方法 有 哪些 ? 简 述 其 原理 。 
. 已 知 一 个 CDNA 3 端的 部 分 序列 ,请 设计 实验 流程 得 到 该 基因 的 全 长 cDNA。 
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分 子 生 物 学 研究 法 (下 ) 
一 一 基因 功能 研究 技术 


随 着 酵母 , 拟 南 并 水稻 \ 小 鼠 、 人 类 等 基因 组 序列 相继 地 被 测 
定 完成 ,我 们 对 生物 体 的 认识 又 前 进 了 一 大 步 ,但 是 大 量 的 序列 信 
息 也 给 我 们 提出 了 新 的 挑战 。 如 何 利用 这 些 序列 信息 ,通过 生物 化 
学 ,分 子 生物 学 等 方法 研究 基因 的 功能 ,从 而 进一步 了 解 生物 体内 
各 种 生理 过 程 ,研究 生物 体 生 长 发 育 的 调节 机 制 , 以 及 各 种 疾病 的 
发 生 ,发展 过 程 是 新 时 期 生物 学 家 所 面临 的 主要 问题 ,基因 表达 系 
列 分 析 技 术 、 原 位 杂交 技术 、 基 因 芯 片 技术 为 研究 单个 基因 或 多 个 
基因 在 生物 体 的 某 些 特定 发 育 阶 段 或 在 不 同 环境 条 件 下 的 表达 模 
式 提 供 了 强 有 力 的 手段 。 用 基因 定点 突变 (site-directed mutagen- 
esis) 技 术 基因 项 除 技术 、RNAi 技术 可 以 全 部 或 部 分 抑制 基因 的 
表达 ,通过 观察 靶 基 因 缺 失 后 生物 体 的 表 型 变化 研究 基因 功能 . 酵 
母 单 杂 交 、 双 杂交 技术 ,四 分 体 技术 等 也 是 研究 蛋白 质 相互 作用 、 
和 蛋 日 质 -DNA 相互 作用 等 的 重要 手段 。 随 着 分 子 生物 学 技术 的 发 
展 , 研 究 者 可 以 在 活 细胞 内 和 细胞 外 研究 蛋白 质 之 间 的 相互 作用 ， 
为 认识 信号 转 导 通路 、 蛋 白质 翻译 后 修饰 加 工 等 提供 了 强 有 力 的 
技术 支持 。 本 章 将 主要 介绍 研究 基因 功能 的 各 种 分 子 生 物 学 技术 
和 方法 。 


6.1 基因 表达 研究 技术 


6.1.1 基因 表达 系列 分 析 技 术 


基因 表达 系列 分 析 技 术 (serial analysis of gene expression, 
SAGE) 是 一 种 以 DNA 序列 测定 为 基础 定量 分 析 全 基因 组 表达 模 
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式 的 技术 ,能 够 直接 读 出 任何 一 种 细胞 类 型 或 组 织 的 基因 表达 信息 。 在 转录 组 
水 平 上 ， 任 何 长 度 超 过 9~10 个 碱 基 的 核 苷 酸 片 段 都 可 能 代表 一 种 特异 性 的 转 
录 产 物 。 因 此 ,用 特定 限制 性 核酸 内 切 酶 分 离 转录 产物 中 具有 基因 特异 性 的 9~ 
10 个 碱 基 的 核 苷 酸 序列 并 制 成 标签 。 将 这 些 序列 标签 连接 克隆 测序 后 ,根据 
其 占 总 标签 数 的 比例 即 可 分 析 其 对 应 编码 基因 的 表达 频率 。 

SAGE 的 操作 过 程 如 图 6-1 所 示 ,主要 包括 :分 离 提 取 mRNA , 反 转 录 反 
应 合成 cDNA 双 链 ,用 特定 限制 性 内 切 酶 一 锚 定 酶 (anchoring enzyme ,AE ) 如 


cDNA 双 链 


AAAAA 
TTTTTe 思 一 一 生物 素 
AAAAA 
TTTTTe= 
锚 定 酶 AE 酶 切 后 ， 与 抗 生 物 素 蛋白 包 囊 
的 微 磁 珠 相连 ， 分 离 3' 端 酶 切片 段 


AAAAA 

GTAC TE 
一 AAAAA 
GTAC— TTTTT 


分 两 份 ,分 别 
与 接头 相连 


匡 疆 ceacar AAAAA 苹 于 到 66scaro AAAAA 
CCCTGTAC TTTTTem CCCTGTAC TTTTTe 
| 标签 酶 TE 酶 切 | 

识别 位 点 TE 识别 位 点 TE 
GGGACATGXXXXXX| GGGACATGOOOOOO 
CCCTGTACXXXXXXXXXX CCCTGTACOOO00000000 
| 末端 补 平 | 
ns 国生 ?soAcArooooooooooo 
CCCTGTACXXXXXXXXXX CCCTGTACOOO00000000 


连接 并 根据 接头 1、2 设计 引物 
进行 PCR* 
AE 
ET XXXXXXXOOOOOOOOOCATGTCCC 
CCCTGTACXXXXXXXXXOOOOOOOOOGTACAGGG [2 
AE 


锚 定 酶 酶 切 ， 分 离 纯 化 双 
标签 并 串联 入 载体 中 


----CATGXXXXXXXXXOOOOOOOOOCATGXXXXXXXXXOOOOOOOOOCATG---- 


a GATE 六 Po2OOOOQGATOREX XXXXOOOOOOOOOGATC---- 


AE Tagl Tag2 | AE Tag3 Tag4 AE 
测序 并 用 计算 机 辅助 分 析 


1 图 6-1 常规 SAGE 方法 (short SAGE ) 基 本 流程 “连接 子 1 和 连接 子 2 的 5' 端 
分 别 加 有 和 氨基 ,以 防止 5' 端 相连 接 。 


6.1 基因 表达 研究 技术 > 


Nia 亚 进行 消化 。 锚 定 酶 识别 位 点 多 为 4 个 碱 基 , 以 保证 各 个 转录 产物 中 至 少 含 
有 一 个 酶 切 位 点 。 分 离 3" 端 酶 解 片段 并 将 其 分 为 两 份 ,分 别 与 连接 子 1 和 连接 子 
2[ 均 含有 IS 类 标签 酶 (tagging enzyme,TE) 的 识别 位 点 ] 结 合 ,用 标签 酶 (一 种 工 
类 限制 酶 ， 它 能 在 距离 识别 位 点 数 个 或 十 数 个 碱 基 的 位 置 切 割 DNA 双 链 ) 如 
BsmF1 酶 切 , 将 含有 连接 子 1 和 2 的 样品 混合 ,形成 双 标签 。 再 根据 连接 子 1 和 2 
的 序列 设计 引物 ,进行 PCR 扩 增 ,经 PAGE 电泳 回收 目的 条 带 , 用 AE 酶 切 、 回 收 . 连 
接 双 标签 并 进行 克隆 筛选 和 测序 ,进行 基因 的 鉴定 和 表达 频率 分 析 。 选择 不 同 的 
TE 可 以 改变 标签 的 长 度 , 设计 连接 子 时 要 使 3' 端 与 AE 酶 切 的 末端 能 够 互补 ,以 
保证 1 和 2 以 首尾 相 接 进行 克隆 。 一 般 情 况 下 ,每 个 克隆 含有 的 标签 在 10~50。 

随 着 越 来 越 多 的 生物 基因 组 序列 被 测定 完成 ,人 们 发 现 传统 的 SAGE 技术 
用 14 个 碱 基 (10 个 基因 特异 碱 基 序列 +4 个 碱 基 的 酶 切 位 点 ) 的 标签 代表 一 个 
基因 并 不 能 覆盖 像 人 类 这 样 的 大 基因 组 内 所 有 的 基因 序列 ， 因 而 又 发 展 了 
LongSAGE 技术 ,将 相对 应 的 传统 SAGE 方法 称 为 ShortSAGE。LongSAGE 标签 
来 自转 录 物 3' 端 一 段 21 bp 的 序列 ,可 以 进行 快速 分 析 并 与 基因 组 序列 数据 相 
匹配 。LongSAGE 方法 与 ShortSAGE 方法 类 似 ， 只 是 用 了 不 同 的 IS 类 标签 酶 
(Mme 工 ) ,并 将 程序 做 了 相应 修改 。 


6.1.2 RNA 的 选择 性 剪接 技术 


RNA 的 选择 性 剪接 是 指 用 不 同 的 前 接 方式 (选择 不 同 的 剪接 位 点 组 合 ) 从 
一 个 mRNA 前 体 产 生 不 同 的 mRNA 剪接 异 构 体 的 过 程 。 一 般 将 选择 性 剪接 分 
为 如 下 几 类 :平衡 剪接 、5' 选 择 性 剪 切 、3' 选 择 性 剪接 、 外 显 子 遗漏 性 剪接 及 相互 
排斥 性 剪接 (图 6-2)。 一 般 用 RT-PCR 的 方法 研究 一 个 基因 是 否 存在 选择 性 前 


5'ss 3'ss 5'ss 3'ss 


有 图 6-2 选择 性 剪接 的 不 同类 型 (a) 平衡 前 接 :(b)5' 选 择 性 剪接 ; 
(c)3' 选 择 性 剪接 ;(d) 外 显 子 遗漏 ;(e) 相 互 排 斤 性 剪接 。 
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接 。 首 先 以 cDNA 两 端 特异 引物 或 来 自 不 同 外 显 子 的 引物 序列 在 不 同 组 织 来 源 


的 RNA 样品 中 进行 扩 增 ,观察 PCR 产物 大 小 是 否 存在 差异 。 如 果 发 现 差异 , 测 
序 后 可 看 出 这 种 差异 是 否 来 自 于 选择 性 剪接 。 图 6-3 为 拟 南 芥 中 发 现 的 有 选择 
性 剪接 的 5 个 转录 调控 因子 基因 的 物理 图 谱 。 选 择 性 剪接 使 一 个 基因 翻译 为 多 
种 蛋白 质 序 列 ,是 基因 表达 多 样 性 的 重要 表现 形式 。 分 析 人 类 基因 组 数据 发 现 ， 
有 60% 的 基因 在 表达 过 程 中 可 通过 选择 性 剪接 产生 各 种 形式 的 mRNA。 最 新 的 
研究 表明 , 果 蝇 的 Dscam 基因 最 多 能 够 产生 38 016 种 不 同形 式 的 剪接 体 ( 图 6-4)。 
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1 图 6-3 RT-PCR 检测 5 个 拟 南 闪 转录 调控 因子 基因 的 选择 性 剪 切 
(a),(b),(c),(d) 和 (e) 分 别 代表 Atlg72050,At4g26640 ,Atlg26260， 
At4g29930 和 At3g46590。 


外 显 子 4 外 显 子 6 外 显 子 9 外 显 子 17 
基因 组 DNA 三 一 es 广 和 


| 放生 48 ] 33 | 4 


有 图 6-4 果 蝇 (Drosophila melanogaster) 的 Dscam 基因 可 能 通过 可 变 剪接 产生 38 000 
多 种 可 能 的 mRNA 异 构 体 

Dscam 基因 编码 一 个 神经 无 轴 突 定向 受 体 ， 它 在 细胞 外 有 一 个 由 10 个 免疫 球 看 白 重 复 
序列 组 成 的 结构 域 ,第 2,3,7 个 免疫 球 蛋 白 重复 序列 分 别 由 第 4,6,9 号 外 显 子 编码 ,4 号 
外 显 子 有 12 个 变异 体 ,6 号 外 显 子 有 .48 个 变异 体 ,9 号 外 显 子 有 33 个 变异 体 ， 再 加 上 
17 号 外 显 子 的 2 个 变异 体 。 每 个 成 琢 的 Dasecam mRNA 分 别 只 有 一 个 由 4,6,9,17 号 外 
显 子 组 成 的 变异 体 ， 由 此 理论 推测 Dscam 基因 共有 12x48x33x2=38 016 个 可 能 的 剪接 
异 构 体 。 


6.1 基因 表达 研究 技术 p> 


由 于 选择 性 剪 切 与 细胞 生理 发育 调 节 以 及 肿瘤 的 发 生 、 转 移 等 有 密切 关系 ,并 
明基 因 的 选择 性 前 切 机 制 是 了 解 动 植物 个 体 发 育 和 基因 功能 的 重要 环节 。 因 
此 ,发 现 新 的 可 变 剪 切 异 构 体 ,确定 每 个 异 构 体 的 独特 功能 和 生物 学 意义 并 阐 
明 其 调节 机 制 ,是 功能 基因 组 时 代 的 一 个 重要 特征 。 


6.1.3 ” 原 位 条 交 技 术 


原 位 杂交 (in situ hybridization ,ISH) 是 用 标记 的 核酸 探 针 ,经 放射 自 显影 
或 非 放 射 检测 体系 ,在 组 织 细胞 、 间 期 核 及 染色 体 上 对 核酸 进行 定位 和 相对 定 
量 研究 的 一 种 手段 ,通常 分 为 RNA 原 位 杂交 和 染色 体 原 位 杂交 两 大 类 。RNA 原 
位 杂交 用 放射 性 或 非 放射 性 (如 地 高 辛 、 生 物 素 等 ) 标 记 的 特异 性 探 针 与 被 固定 
的 组 织 切片 反应 , 若 细胞 中 存在 与 探 针 互补 的 mRNA 分 子 ,两 者 杂交 产生 双 链 
RNA ,就 可 通过 检测 放射 性 标记 或 酶 促 免 疫 反应 显 色 ,对 该 基因 的 表达 产物 在 
细胞 水 平 上 做 出 定性 定量 分 析 ( 图 6-5 )。 


(c) 


有 图 6-5 用 组 织 原 位 杂交 技术 检测 棉花 纤维 特异 基因 的 表达 (a)mRNA 的 互补 链 ,杂交 信 
号 集中 于 纤维 细胞 中 ;(b) 负 对 照 ,mRNA 的 同 义 链 无 杂交 信号;(c) 正 对 照 ,UBQ10 杂交 信号 
遍布 于 整个 胚珠 。 


荧光 原 位 杂交 (fluorescence in situ hybridization, FISH ) 技 术 首 先 对 塞 核 
苷 酸 探 针 做 特殊 的 修饰 和 标记 ,然后 用 原 位 杂交 法 与 靶 染 色 体 或 DNA 上 特 
定 的 序列 结合 ,再 通过 与 荧光 素 分 子 相 偶 联 的 单 克 隆 抗体 来 确定 该 DNA 序 
列 在 染色 体 上 的 位 置 。FISH 技术 不 需要 放射 性 同位 素 ,实验 周期 短 ,检测 灵 
敏 度 高 , 若 用 经 过 不 同 修饰 的 核 苷 酸 分 子 标记 不 同 的 DNA 探 针 ,还 可 能 在 
同一 张 切片 上 观察 几 种 DNA 探 针 的 定位 ,得 到 相应 位 置 和 排列 顺序 的 综合 
信息 。 


6.1.4 基因 定点 突变 技术 


定点 突变 (site-directed mutagenesis ) 是 重组 DNA 进化 的 基础 ,该 方法 通 
过 改变 基因 特定 位 点 核 苷 酸 序列 来 改变 所 编码 的 氨基 酸 序列 ， 常 用 于 研究 某 
个 ( 些 ) 氨 基 酸 残 基 对 蛋白 质 的 结构 、 催 化 活性 以 及 结合 配 体能 力 的 影响 ,也 
可 用 于 改造 DNA 调控 元 件 特征 序列 ,修饰 表达 载体 ,引入 新 的 酶 切 位 点 等 。 
由 于 迄今 尚未 建立 用 于 精确 预测 特定 氨基 酸 残 基 变化 对 整个 蛋白 结构 及 活 
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性 影响 的 模型 ,使 选择 氨基 酸 突 变 的 位 点 存在 一 定 的 盲目 性 。 因 为 即使 知道 


了 一 个 蛋白 质 的 三 维 结构 ,人们 仍然 无 法 了 解 某 个 氨基 酸 残 基 对 其 高 级 结构 的 
影响 。 少 数 几 个 氨基 酸 残 基 的 改变 ,有 时 根本 不 影响 靶 蛋 白 的 功能 ,有 时 影响 
了 靶 蛋 白 的 活性 位 点 ,有 时 还 能 从 根本 上 改变 整个 蛋白 的 高 级 结构 。 所 以 ， 
基因 的 定点 突变 为 我 们 进一步 了 解 蛋 白质 的 结构 与 功能 的 关系 提供 了 重要 的 
手段 。 

最 早 在 20 世纪 70 年 代 初 ， 进 行 小 噬菌体 @X174 单 链 基因 组 易 突 变 位 点 
图 谱 分 析 工 作 时 就 认识 到 了 基因 定点 突变 的 可 能 性 。 在 人 工 成 功 合成 寒 聚 核 背 
酸 、 获 得 高 品质 DNA 聚合 酶 和 DNA 连接 酶 的 基础 上 ,Smith 及 其 同事 建立 了 体 
外 寡 核 苷 酸 介 导 的 DNA 突变 技术 (图 6-6)。PCR 技术 的 出 现 大 大 促进 了 定点 
突变 技术 的 发 展 ,简化 了 实验 操作 程序 ,提高 了 突变 效率 。 科 学 家 主要 采用 两 种 
PCR 方法 ,重合 延伸 技术 和 大 引物 诱 变法 ,在 基因 序列 中 进行 定点 突变 。 


WT 
含 单 拷贝 野生 型 靶 序 列 
的 单 链 重 组 M13DNA 


应 用 DNA 聚合 酶 延 
伸 诱 变 赛 核 苷 酸 引 物 


转 染 大 肠 杆 菌 ， 
筛选 携带 突变 体 
克隆 的 M13 唾 菌 王 
(» 
纯化 待 第 克隆 ,序列 
分 析 验 证 突变 体 


AGGCGGCTAICGTGGCCT AGGCGGCTAIGGTGGCCT 


有 1 图 6-6 塞 核 痛 酸 介 导 的 DNA 突变 技术 


图 6-7 曾 述 了 重 谷 延伸 介 导 的 定点 诱 变 机 制 。 首 先 将 模板 DNA 分 别 与 引 
物 对 1( 正 向 诱 变 引物 FM 和 反 向 引物 R2) 和 2( 正 向 引物 F2 和 反 向 诱 变 引物 
RM) 退 火 , 通 过 PCR1 和 2 反应 扩 增 出 两 种 靶 基 因 片 段 。FMR2 和 RMF2 片段 在 
重 登 区 发 生 退 火 , 用 DNA 聚合 酶 补 平 缺 口 ,形成 全 长 双 链 DNA ,进行 PCR3 扩 
增 。 最 后 ,用 引物 F2 和 R2 扩 增 出 带 有 突变 位 点 的 全 长 DNA 片段 (PCR4)。 


6.1 基因 表达 研究 技术 >>> 
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有 图 6-7 重生 延伸 介 导 的 定点 诱 变 模板 DNA 分 别 与 引物 对 1( 正 向 诱 变 
引物 FM 和 反 向 引物 R2) 及 引物 对 2( 正 向 引物 F2 和 反 向 诱 变 引 物 RM) 退 
火 ,通过 PCR1 和 2 反应 扩 增 出 两 种 靶 基 因 片 段 。 在 PCR3 反应 中 变性 后 的 
FMR2 和 RMF2 片 及 在 重合 区 发 生 退 火 , 按 虚线 所 示 进 行 延伸 ,并 形成 全 长 
双 链 DNA。PCR4 使 用 引物 F2 和 R2 扩 增 出 全 长 突变 DNA。 


大 引物 诱 变法 首先 用 正 向 突变 引物 (M) 和 反 向 引物 (R1)， 扩 增 模板 
DNA 产生 双 链 大 引物 (PCR1 ) ,与 野生 型 DNA 分 子 混合 后 退火 并 使 之 复 性 ， 
第 二 轮 PCR 中 加 入 正 向 引物 (F2) ,与 PCR1 中 产生 的 一 条 互补 链 配对 , 扩 增 
产生 带 有 突变 的 双 链 DNA (图 6-8)。 由 于 F2 的 退火 温度 显著 高 于 第 一 轮 
PCR 所 使 用 的 引物 M 和 R1 ,因此 ,可 以 忽略 引物 M 和 R1 在 本 轮 反应 中 所 
造成 的 干扰 。 

与 经 典 定点 突变 方法 相 比 ,PCR 介 导 的 定点 突变 方法 具有 明显 的 优势 ， 
由 突 变 体 回 收 率 高 ,以 至 于 有 时 不 需要 进行 突变 体 筛选 ;@ 能 用 双 链 DNA 作为 
模板 ,可 以 在 任何 位 点 引入 突变 ;@ 可 在 同一 试管 中 完成 所 有 反应 ;@ 快 速 简 
便 ， 无 需 在 噬菌体 M13 载体 上 进行 分 子 克隆 。 所 以 ,PCR 介 导 的 定点 突变 方法 
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| PCR1 
5' 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 ——3! 
3 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 -一 ——5' 大 引物 
3， 
3'LIIJJEIIIIJTYFELCs， -LDF> 
和 


上 图 6-8 大 引物 诱 变法 示意 图 


正在 成 为 定点 突变 的 主流 。 除 DNA 序列 分 析 之 外 ,也 可 用 变性 梯度 凝 胶 电泳 和 
单 链 构 象 多 态 性 等 方法 检测 产生 突变 的 DNA 片段 。 


6.2 基因 裔 除 技 术 \ si 


6.2.1 基本 原理 


经 典 遗 传 学 (forward genetics) 从 一 个 突变 体 的 表 型 出 发 ,研究 其 基因 型 , 进 
而 找 出 该 基因 的 编码 序列 。 在 后 基因 组 时 代 , 大 规模 基因 功能 的 研究 正成 为 生命 
科学 研究 的 热点 ,现代 遗传 学 (reverse genetics, 反 向 遗传 学 ) 首 先 从 基因 序列 出 
发 ,推测 其 表现 型 ,进而 推导 出 该 基因 的 功能 。 基 因 襄 除 (gene knock-out) 又 称 
基因 打靶 ,该 技术 通过 外 源 DNA 与 染色 体 DNA 之 间 的 同 源 重组 ,进行 精确 的 
定点 修饰 和 基因 改造 ,具有 专 一 性 强 、 染 色 体 DNA 可 与 目的 片段 共同 稳定 遗传 
等 特点 。 

1985 年 ,科学 家 利用 同 源 重 组 将 一 段 外 源 质粒 pAB117 插入 到 人 类 染色 体 
DNA B- 珠 蛋白 位 点 ,首次 在 哺乳 动物 细胞 中 进行 基因 打 计 并 获得 成 功 。 目 前 ， 
在 胚胎 于 细胞 中 进行 同 源 重组 已 经 成 为 遗传 修饰 小 鼠 染色 体 组 基因 位 点 的 常 
规 技术 。 通 过 对 这 些 基 因 项 除 小 鼠 的 表 形 分 析 ,新 发 现 了 许多 与 人 类 疾病 相关 
的 基因 。 

基因 项 除 技术 分 为 完全 基因 敲 除 和 条 件 型 基因 项 除 (又 称 不 完全 基因 敲 
除 ) 两 种 。 完 全 基因 敲 除 是 指 通 过 同 源 重 组 法 完全 消除 细胞 或 者 动物 个 体 中 
的 肝 基 因 活 性 ,条 件 型 基因 敲 除 是 指 通过 定位 重组 系统 实现 特定 时 间 和 空间 
的 基因 敲 除 。 叭 菌 体 的 Cre/Loxp 系统 .Gin/Gix 系统 .酵母 细胞 的 FLP/FRT 系统 
和 R/RS 系统 是 现 阶段 常用 的 四 种 定位 重组 系统 ， 尤 以 Cre/Loxp 系统 应 用 得 最 


6.2 基因 敲 除 技术 E> 


wy 
1. 完全 基因 敲 除 


实验 中 一 般 采 用 取代 型 或 插入 型 载体 (图 6-9) 在 ES 细胞 中 根据 正 - 负 双 
向 选择 (positive-negative selection,PNS) 原 理 (图 6-10) 进 行 完全 基因 逆 除 实验 。 
正 向 选择 基因 neo 通常 被 插入 载体 靶 DNA 功能 最 关键 的 外 显 子 中 ,或 通过 同 
源 重 组 法 置换 靶 基 因 的 功能 区 .Neo 基因 有 双重 作用 ,一 方面 形成 靶 位 点 的 插入 


突变 ,同时 可 作为 正 向 筛选 标记 。 负 向 选择 基因 HSV- 
大 (human semian virus-thymidine kinase) 则 被 置 于 目的 
片段 外 侧 ,含有 该 基因 的 重组 细胞 不 能 在 选择 培养 基 上 
生长 。 如 果 细 胞 中 发 生 了 随机 重组 , 负 向 选择 基因 就 可 
能 被 整合 到 基因 组 中 ,导致 细胞 死亡 。 由 于 基因 转移 
的 同 源 重 组 自然 发 生 率 极 低 ， 动 物 的 重组 概率 约 为 
10*~10? ,植物 的 概率 为 105~104, 即 使 采用 双向 选择 
法 也 很 难保 证 一 次 就 从 众多 细胞 中 筛选 出 真正 发 生 
了 同 源 重组 的 胚胎 干细胞 ,还 得 用 PCR 及 Southern 杂 
交 等 多 种 分 子 筛选 技术 验证 所 获得 的 确实 是 目的 基 
因 被 敲 除 的 细胞 系 。 

2. 条 件 型 基因 疝 除 

对 于 许多 有 重要 生理 功能 的 基因 来 说 ， 完 全 基因 
敲 除 往往 导致 胚胎 死亡 ， 使 有 关 基 因 功 能 的 研究 无 法 
开展 。 因 此 ,条 件 型 基因 敲 除 ,特别 是 应 用 Cre/LoxP 和 
FLP/FRT 系统 所 开展 的 组 织 特 异性 敲 除 ， 由 于 其 具有 
可 调节 性 而 日 益 受 到 科学 家 的 重视 。 构 建 条 件 型 基因 
敲 除 打靶 载体 时 ， 常 将 正 向 选择 标记 neo 置 于 靶 基 因 
的 内 含 子 中 ， 并 在 靶 基 因 重 要 功能 域 两 侧 内 含 子 中 插 
人 方向 相同 的 LoxP 位 点 (图 6-11), 当 实验 中 需要 消除 
靶 基 因 活 性 时 ， 与 带 有 Cre 重组 酶 基因 的 ES 细胞 杂 
交 ,Cre 重组 酶 就 能 把 两 个 LoxP 位 点 中 间 的 DNA 片段 
切除 ,导致 技 基 因 失 活 。 标 记 基因 两 侧 也 常常 带 有 LoxP 
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序列 置换 


1 有， 4 5 67nmneo 9 


HPRT G418" 


(b) 
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neo 


HPRT” 678 
序列 插入 
1 公 汪 


HPRT G418" 


有 上 图 6-9 用 取代 型 (a) 或 插入 型 (b) 载 体 进行 


完全 基因 殴 除 实验 


序列 ,因为 许多 时 候 即 使 标记 基因 位 于 内 含 子 中 也 会 阻 断 靶 基 因 的 转录 。 一 旦 
出 现 这 种 情况 ,可 以 用 Cre 重组 酶 表达 质粒 转 染 中 靶 ES 细胞 ,通过 LoxP 位 点 


重组 将 neo 抗 性 基因 删除 。 
6.2.2 ”高 等 动物 基因 敲 除 技术 


真 核 生 物 基因 敲 除 的 技术 路 线 主要 包括 构建 重组 基因 载体 ， 用 电 穿 孔 . 显 
微 注射 等 方法 把 重组 DNA 导入 胚胎 干细胞 纯 系 中 ,使 外 源 DNA 与 胚胎 干细胞 
基因 组 中 相应 部 分 发 生 同 源 重组 ， 将 重组 载体 中 的 DNA 序列 整合 到 内 源 基因 
组 中 并 得 以 表达 ,主要 实验 流程 及 筛选 步骤 如 图 6-12 所 示 。 显 微 注射 命中 率 较 
高 ,但 技术 难度 相对 大 些 。 电 穿孔 法 命中 率 比 显 微 注射 低 , 但 操作 使 用 方便 。 胚 
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二 本 6 分 子 生 物 学 研究 法 (下 ) 一 一 基因 功能 研究 技术 
目的 基因 基因 贺 除 载体 


本 
| 同 源 重组 
1 2 . :三 
HSV-tk lneorl 2 3 HSV-tk 
| 六 生 素 Gdlg 丙 气 名 
启动 子 
人 


目的 基因 的 第 一 个 外 显 子 被 neo 基因 替换 


1 图 6-10 正 负 筛选 法 (PNS 法 ) 筛 选 已 发 生 同 源 重组 的 细胞 目标 序列 的 
第 一 个 外 显 子 中 插入 neo' 基因 ， 两 侧 为 单纯 疱疹 病毒 胸腺 喀 喧 激酶 基因 ,在 
ES 细胞 中 发 生 同 源 重 组 后 ,neor 基 因 揪 入 基因 组 中 ,而 单纯 疱疹 病毒 胸腺 嗜 喧 
激酶 基因 被 剪 切 掉 ， 发 生 重组 的 ES 细胞 由 于 有 neo' 基因 而 获得 对 抗生素 
G418 的 抗 性 。 因 为 缺失 了 单纯 疱疹 病毒 胸腺 喀 喧 激酶 基因 ,转化 细胞 同时 对 
味 叭 类似 物 产生 了 抗 性 。 


和 基因 序列 


同 源 重 组 后 中 靶 等 
位 基因 


| 与 EI1_Cre 转 基因 小 鼠 杂 交 
删除 neo 某 因 


neo 基因 删除 的 等 
位 基因 
组 织 特异 性 诱导 Cre 重 组 酶 , 
LoxP 目的 基因 不 再 表达 


有 图 6-11 条 件 型 基因 敲 除 策略 ”以 Cre/LoxP 系统 为 基础 ,还 可 以 在 
动物 的 一 定 发 育 阶 段 和 一 定 组 织 细胞 中 实现 对 特定 基因 进行 遗传 修 
人 饰 的 目的 。 利 用 控制 Cre 表达 的 启动 子 活 性 或 所 表达 的 Cre 酶 活性 具 
有 可 诱导 性 的 特征 ， 人 们 常常 通过 设 定 诱导 时 间 的 方法 对 动物 基因 突 
变 的 时 空 特异 性 进行 人 为 控制 ,以 避免 出 现 死胎 或 动物 出 生 后 不 久 即 死 
亡 的 现象 。 


6.2 基因 敲 除 技术 > 


neo™ HSV-tk 
基因 XX 的 置换 载体 
-~ 
被 破坏 的 基因 XX, 两 侧 与 基因 XX 同 源 


i +ES 细胞 em 
下 Pe 


基因 六 ES 细胞 DNA 其 他 基因 


基因 XX 无 突变 
负 选 择 标记 基因 表达 ,致死 
合生 有 村 入 待 孕 的 母 人 
显 微 注射 ,将 筛选 之 后 的 ES 
细胞 注入 早期 胚胎 的 训 胚 腔 
中 ,ES 细胞 是 基因 * 敲 除 的 
杂 合 体 ,并 且 是 黑 毛 纯 合 体 ， 


早期 胚 是 白 毛 杂 合体 a 
带 突 变 基因 的 嵌 合 体 ,白色 区 域 
Bs 来 源 于 受 体 胚胎 细胞 ,黑色 区 域 

来 源 于 ES 细胞 


嵌 合 鼠 与 白 毛 纯 合 体 的 小 鼠 
进行 回 交 


X 


Pe 黑色 鼠 由 ES 细胞 来 源 的 移植 (或 植 入 ) 细 胞 
发 育 而 成, 是 被 破坏 基因 X 的 杂 合 体 


二 


| 


表 型 分 析 


有 图 6-12 ”模式 动物 小 鼠 中 完全 基因 项 除 的 主要 技术 策略 与 应 用 举例 
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二 本 6 分 子 生 物 学 研究 法 (下 ) 一 一 基因 功能 研究 技术 


胎 干细胞 (ES 细胞 ) 分 离 和 体外 培养 的 成 功 葛 定 了 哺乳 动物 基因 敲 除 的 技术 基 
础 。 目 前 基因 敲 除 实验 中 最 常用 的 是 小 鼠 种 系 129 及 其 杂 合 体 , 因 为 这 类 小 鼠 
具有 自发 突变 成 畸 胎 瘤 和 畸 胎 肉瘤 的 倾向 。 

因为 同 源 重组 常常 发 生 在 某 一 条 染色 体 上 ,要 得 到 稳定 遗传 的 纯 合 体 基因 
项 除 模 型 ,至 少 需要 两 代 以 上 的 遗传 。 除了 基因 敲 除法 ,还 有 人 用 基因 捕获 的 方 
法 通过 随机 插 人 突变 破坏 靶 基因 表达 (图 6-13)。 基 因 捕 获 载体 包括 一 个 无 启 
动 子 的 报道 基因 (通常 为 neo 基因 ), 当 该 基因 插入 到 ES 细胞 染色 体 某 个 部 位 ， 
利用 所 在 位 点 的 转录 调控 元 件 得 到 表达 时 ,该 ES 细胞 就 获得 在 含 G418 的 选择 
性 培养 基 上 生长 的 能 力 。 可 通过 分 析 标 记 基 因 侧翼 cDNA 或 染色 体 DNA 序列 


六 外 显 子 1 外 显 子 2 
内 含 子 1 


转录 5 一 ED 一 ED 一 AAAAAAA 


前 切 5 一 ER 一 AAAAAAA 
翻译 OOoOcococo 
(a) 
SA Bgeo, 无 启动 子 
一 一 二 生生 一 基因 隐居 轨 休 
| 随机 整合 


广 外 显 子 1 外 显 子 2 
内 含 子 1 
ES 外 显 子 1 SA Bgeo 外 显 子 2 


随机 插入 内 含 子 或 
外 显 子 中 


转录 5/ 一 33 一 一 一 0 一 CAAAAAAA 


剪 切 一 人 AAAAAA 
翻译 COoeoeoeoe 
(b) 


有 图 6-13 基因 捕获 法 原理 示意 图 (a) 未 插入 基因 捕获 载体 前 , 需 
要 被 鼓 除 的 革 基 因 转 录 翻译 出 活性 蛋白 质 ;(b) 插入 基因 捕获 载体 
后 , 靶 位 点 基因 转录 翻译 出 带 有 Begeo( 标 记 基 因 ) 蛋 白 区 段 的 无 活性 
目的 蛋白 ,可 用 组 织 化 学 法 检测 。 


6.2 基因 敲 除 技术 >> 


来 获得 中 靶 基 因 的 相关 信息 。 

由 于 受 整合 位 点 附近 染色 质 区 的 影响 ， 转 基因 整合 具有 显著 的 位 置 效应 ， 
基因 5' 端 启动 子 和 增强 子 区 ,3' 端 终止 子 区 都 会 对 转基因 的 整合 产生 影响 ,这 
是 某 些 打靶 载体 选择 组 织 特异 性 启动 子 的 原因 。 外 源 转基因 的 有 效 表 达 有 时 还 
取决 于 其 是 否 有 内 含 子 ,因为 内 含 子 中 存在 的 转录 调控 元 件 可 影响 mRNA 的 前 
切 以 及 启动 子 与 内 含 子 间 的 调节 反应 。 另 外 ,内 含 子 可 能 含有 能 开放 染色 体 功 
能 域 的 序列 ,还 可 能 通过 影响 核 质 成 分 \ 位 置 等 来 提高 转基因 表达 。 除了 研究 基 
因 功 能 之 外 ， 基 因 痪 除 技术 还 被 广泛 应 用 于 建立 人 类 疾病 的 转基因 动物 模型 ， 
为 医学 研究 提供 遗传 学 数据 ,为 遗传 病 的 治疗 .生物 新 品种 的 培育 葛 定 了 良好 
的 基础 。 


6.2.3 ”植物 基因 敲 除 技术 


由 于 植物 和 动物 细胞 的 差别 ,基因 敲 除 技术 在 动物 和 植物 细胞 中 的 操作 存 
在 着 显著 差异 。T-DNA 插入 失 活 技术 是 目前 在 植物 中 使 用 最 为 广泛 的 基因 敲 
除 手段 。T-DNA 插入 失 活 就 是 利用 根 癌 农 杆菌 T-DNA 介 导 转化 ,将 一 段 带 有 
报告 基因 的 DNA 序列 标签 整合 到 基因 组 DNA 上 ， 如 果 这 段 DNA 插入 到 目的 
基因 内 部 或 附近 ,就 会 影响 该 基因 的 表达 ,从 而 使 该 基因 “ 失 活 ”"。 由 于 该 基因 内 
部 或 附近 插入 了 一 段 已 知 序列 的 DNA, 可 据 此 设计 引物 ,用 PCR 方法 将 被 破坏 
的 靶 基 因 序 列 分 离 出 来 (图 6-14a)。 若 将 靶 基 因 ( 假 定编 码 区 为 900 bp) 两 端的 
引物 LP、RP 及 插入 载体 上 的 引物 LB 加 入 同一 反应 体系 中 进行 PCR ,理论 上 能 
得 到 三 种 类 型 的 条 带 ( 图 6-14b)。 野 生 型 植株 中 ,只 有 LP 和 RP 引物 配对 扩 增 


T-DNA LB 


基因 组 序列 


野生 型 ” 杂 合 子 ” 纯 合子 
000 bp EE EE 


410+7bp NN EE 


?=0~300 


(b) 


1 图 6-14 植物 基因 融 除 突变 体 植株 的 筛选 (a) 引 物 设计 。LP 和 RP 分 别 
代表 插入 基因 左右 两 端的 引物 ,LB 是 指 插 入 载体 上 的 一 段 引 物 ,目的 基因 片 
段 假设 为 900 bp， 旁 邻 序 列 是 经 测序 后 获得 的 DNA 序列 ;(b)PCR 产物 电泳 
结果 。 分 别 代表 野生 型 、 杂 合子 以 及 纯 合 子 的 PCR 条 带 。 
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号 本 6 分 子 生 物 学 研究 法 ( 下) 一 一 基因 功能 研究 技术 


出 来 的 靶 基 因 条 带 ; 如 果实 验 材料 来 自 纯 合 型 基因 六 除 植株 ,那么 ,只 有 靶 基因 
一 端的 引物 可 以 与 LB 引物 配对 完成 PCR 扩 增 ;如 果实 验 材 料 来 自 杂 合 型 基因 
敲 除 植株 ,那么 ,PCR 扩 增 后 会 同时 出 现 两 种 条 带 。 

因为 T-DNA 无 专 一 整合 位 点 ,在 植物 基因 组 中 发 生 随 机 整合 ,所 以 ,只 要 
突变 株 的 数目 足够 大 ,从 理论 上 就 可 能 获得 任何 一 个 功能 基因 都 发 生 突变 的 基 
因 敲 除 植 物 库 。 因 为 拟 南 草 基 因 组 元 余 序 列 少 , 基 因 密 度 高 ,几乎 每 一 个 DNA 
插入 都 会 导致 某 个 基因 功能 的 丧失 ,结合 已 完成 的 拟 南 草 基因 组 信息 ,人们 很 
容易 筛选 到 新 的 功能 基因 。 由 于 用 T-DNA 插入 失 活 方法 建立 了 拟 南 芥 大 规模 
基因 融 除 突变 体 库 ,研究 人 员 可 以 方便 地 在 多 个 数据 库 中 检索 到 感 兴趣 基因 的 
突变 体 ,再 开展 深入 的 表 型 分 析 和 功能 研究 。 


6.3 ”和 绰 日 质 及 RNA 相互 作用 技术 


6.3.1 酵母 单 杂交 系统 


酵母 单 杂 交 系 统 (yeast one-hybrid system) 是 20 世纪 90 年 代 中 期 发 展 起 来 
的 新 技术 ,常用 于 研究 DNA- 蛋 白质 之 间 的 相互 作用 。 其 特点 是 可 识别 稳定 结 
合 于 DNA 上 的 蛋白 质 ,可 在 酵母 细胞 内 研究 真 核 生物 中 DNA- 蛋 白质 之 间 的 相 
互 作 用 ， 并 通过 筛选 DNA 文库 直接 获得 靶 序 列 相互 作用 蛋白 的 编码 基因 。 此 
外 ,该 体系 也 是 分 析 鉴 定 细 胞 中 转录 调控 因子 与 顺 式 作用 元 件 相 互 作用 的 有 效 
方法 。 

酵母 单 杂 交 的 基本 原理 如 图 6-15 所 示 ， 首先 将 已 知 的 特定 顺 式 作 用 元 
件 构建 到 最 基本 启动 子 (minimal promoter, Pmin ) 的 上 游 , 把 报告 基因 连接 到 
Pmin 下 游 。 然 后 ， 将 编码 待 测 转录 因子 cDNA 与 已 知 酵母 转录 激活 结构 域 
(transcription -activating domain ,AD ) 融 合 表 达 载 体 导 入 酵母 细胞 ,该 基因 产 
物 如 果 能 够 与 顺 式 作用 元 件 相 结合 ,就 能 激活 Pmin 启动 子 ,使 报告 基因 得 
到 表达 。 


1 图 6-15 酵母 单 杂 交 的 基本 原理 示意 图 转录 因子 与 顺 式 元 件 结合 ， 激 活 最 基 
本 启动 子 Pmin, 使 报告 基因 表达 。 若 接 入 3 个 以 上 顺 式 作 用 元 件 , 可 增强 转录 因子 
的 识别 和 结合 效率 。 


目前 ， 酵 母 单 杂交 体系 主要 被 用 于 确定 某 个 DNA 分 子 与 某 个 蛋白 质 之 间 
是 否 人 存在 相互 作用 ， 被 用 于 分 离 编码 结合 于 特定 顺 式 调控 元 件 或 其 他 DNA 位 
点 的 功能 蛋白 编码 基因 ,验证 反 式 转录 调控 因子 的 DNA 结合 结构 域 ,准确 定位 


6.3 蛋白质 及 RNA 相互 作用 技术 > 


参与 特定 蛋白 质 结 合 的 核 苷 酸 序列 。 由 于 该 方法 的 敏感 性 和 可 靠 性 , 现 已 被 广 
泛 用 于 克隆 细胞 中 含量 极 低 且 用 生物 化 学 手段 难以 纯化 的 那 部 分 转录 调控 因 
子 。 常 用 的 酵母 单 杂交 体系 基本 选用 HIS3 或 LacZ 作为 报告 基因 ,虽然 有 的 体 
系 将 带 有 报告 基因 的 载体 直接 整合 于 酵母 染色 体 上 ,在 大 部 分 的 实验 中 报告 基 
因 都 位 于 质粒 DNA 上 。 图 6-16 是 利用 酵母 单 杂交 体系 和 已 知 的 顺 式 作用 元 件 
DRE 从 拟 南 芥 cDNA 文库 中 筛选 转录 调控 因子 的 基本 流程 ,实验 中 如 果 将 不 同 
的 未 知 基因 与 酵母 CAL4 的 DNA 结合 结构 域 相 融合 ,通过 检测 位 于 GAL4 顺 式 
作用 元 件 下 游 的 报告 基因 的 表达 状况 ,还 可 以 鉴定 出 该 转录 因子 是 否 具有 转录 
激活 功能 。 


拟 南 章 cDNA 插入 片段 


挑 取 阳性 克隆 
一 一 一 一 一 > 测序 ,进一步 验证 结合 活性 


阳性 克隆 ( 蓝 色 菌 落 ) 


有 图 6-16 ”从 氢 南 芥 cDNA 文库 中 筛选 与 顺 式 元 件 DRE 结合 的 转录 
因子 示意 图 


6.3.2 ”酵母 双 杂 交 系 统 


酵母 双 杂 交 体 系 (yeast two-hybrid system) 巧 妙 地 利用 真 核 生物 转录 调控 因 
子 的 组 件 式 结构 (modular) 特 征 , 因 为 这 些 蛋白 往往 由 两 个 或 两 个 以 上 相互 独立 
的 结构 域 构成 ,其 中 DNA 结合 结构 域 (binding domain,BD) 和 转录 激活 结构 域 
(activationg domain ,AD ) 是 转录 激活 因子 发 挥 功能 所 必需 的 。 单 独 的 BD 能 与 特 
定 基因 的 启动 区 结合 ,但 不 能 激活 基因 的 转录 ,而 由 不 同 转录 调控 因子 的 BD 和 
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AD 所 形成 的 杂 合 蛋白 却 能 行使 激活 转录 的 功能 。 实 验 中 ,首先 运用 基因 重组 技 
术 把 编码 已 知 蛋白 的 DNA 序列 连接 到 带 有 酵母 转录 调控 因子 ( 常 为 GAL1、 
GAL4 或 GCN1)DNA 结合 结构 域 编 码 区 (BD ) 的 表达 载体 上 。 导 入 酵母 细胞 中 使 
之 表达 带 有 DNA 结合 结构 域 的 杂 合 蛋白 ， 与 报告 基因 上 游 的 启动 调控 区 相 结 
合 ,准备 作为 “诱饵 "捕获 与 已 知 蛋白 相互 作用 的 基因 产物 .此 时 , 若 将 已 知 的 编码 
转录 激活 结构 域 (AD) 的 DNA 分 别 与 待 筛选 的 cDNA 文库 中 不 同 插入 片段 相连 
接 ,获得 “猎物 "载体 ,转化 含有 * 诱 饵 " 的 酵母 细胞 .一旦 酵母 细胞 中 表达 的 “诱饵 ” 
蛋白 与 “猎物 "载体 中 表达 的 某 个 蛋白 质 发 生 相 互 作 用 ,不 同 转录 调控 因子 的 AD 
和 BD 结构 域 就 会 被 牵引 靠拢 ,激活 报告 基因 表达 。 分 离 有 报告 基因 活性 的 酵母 
细胞 ,得 到 所 需要 的 “猎物 "载体 ,获得 与 已 知 蛋 白 相 互 作用 的 新 基因 (图 6-17)。 


靶 和 蛋白 


DNA 结合 蛋白 
NO '€ 


酵母 细胞 


把 分 别 编码 “ 诱 饵 ” 和 “猎物 ”的 
重组 基因 引入 酵母 细胞 


有 图 6-17 ”酵母 双 杂 交 技 术 原理 示意 图 


6.3.3 ”体外 蛋白 质 相互 作用 技术 


1. Far Western 印迹 技术 

典型 的 Far Western 印迹 试验 如 图 6-18 所 示 ， 探 针 蛋 白 是 一 种 GST 融合 
物 ,包含 了 蛋白 酶 切割 位 点 和 一 种 已 知 蛋白 激酶 的 靶 位 点 。 将 表达 的 融合 蛋白 
结合 到 谷 胱 甘 肽 球 珠 上 ,用 商业 性 蛋白 激酶 进行 姬 标记。 用 蛋白 酶 切 下 GST 寡 
肽 后 用 谷 胱 甘 肽 洗 脱 被 标记 的 蛋白 探 针 。 用 SDS- 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 分 离 待 测 蛋 
白 提 取 物 并 转移 到 尼龙 膜 上 ,也 可 将 表达 文库 涂 板 后 用 吸 印 法 将 蛋白 质 转移 到 
膜 上 。 与 探 针 孵育 后 , 洗 膜 并 进行 放射 自 显影 。 与 标记 蛋白 发 生 相 互 作 用 的 某 个 
或 某 些 条 带 克隆 就 是 编码 与 探 针 蛋 白 相 互 作用 蛋白 的 cDNA。 此 外 , 抗 GST 的 
抗体 可 以 用 于 定位 Far Western 印迹 中 非 标记 融合 蛋白 ， 也 可 通过 组 织 化 学 法 
用 与 抗 生 物 素 抗体 相 偶 联 的 酶 来 检测 生物 素 标记 的 GST。 

融合 蛋白 的 设计 依赖 于 所 选择 的 检测 及 筛选 方式 。 另 外 要 考虑 的 是 探 针 蛋 
白 的 哪 一 个 区 域 适合 于 被 嵌入 GST 融合 蛋白 中 。 进 行文 库 筛 选 时 ,采用 尽 可 能 
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| 柱 纯 化 


2p 体外 激酶 反应 


上 Ra GST 部 分 


2P 标记 的 探 针 蛋 白 


检测 表达 文库 了/ “、 科 测 总 蛋白 的 分 高 物 


有 图 6-18 ”Far Western 印迹 试验 


大 的 探 针 蛋白 可 以 增加 可 被 检测 到 的 相互 作用 蛋白 的 数量 。 如 果 探 针 蛋 白 含有 
已 知 的 相互 作用 区 并 且 已 被 证 实 具 有 相互 作用 能 力 ,那么 ,采用 仅 含 这 些 结构 
区 的 融合 蛋白 可 能 更 好 。 

2. GST 融合 蛋白 沉降 技术 

本 技术 利用 GST 对 与 谷 胱 甘 肽 偶 联 的 琼脂 糖 球 珠 的 亲 和 性 ， 从 混合 蛋白 质 
样品 中 纯化 得 到 相互 作用 蛋白 (图 6-19)。GST 沉降 试验 通常 有 两 种 应 用 ;确定 探 针 
蛋白 与 未 知 蛋白 间 的 相互 作用 ,证 实 探 针 蛋白 与 某 个 已 知 蛋白 之 间 的 相互 作用 。 

3. 蛋白 质 芯片 技术 

蛋 白 质 芯片 可 以 用 来 大 规模 筛选 蛋白 之 间 的 相互 作用 ,将 一 个 蛋白 芯片 与 
菊 光 标记 的 探 针 蛋白 孵育 , 洗 脱 非特 异性 结合 的 蛋白 后 ,可 以 通过 扫描 芯片 上 
的 荧光 点 来 检测 稳定 的 相互 作用 蛋白 点 ( 图 6-20)。 

4. 等 离子 表面 共振 技术 

该 技术 是 将 诱饵 蛋白 结合 于 葡 聚 糖 表 面 ,将 葡 聚 糖 层 固定 于 纳米 级 厚度 的 
金属 膜 表 面 。 当 有 和 蛋白质 混合 物 经 过 时 ,如果 有 蛋白质 同 * 诱 饵 " 蛋 白 发 生 相互 
作用 ,那么 两 者 的 结合 将 使 金属 膜 表面 的 折射 率 上 升 ,从 而 导致 共振 角度 的 改 
变 。 而 共振 角度 的 改变 与 该 处 的 蛋白 质 浓度 呈 线 性 关系 ,由 此 可 以 检测 蛋白 质 
之 间 的 相互 作用 ( 图 6-21)。 该 技术 不 需要 标志 物 和 染料 ,安全 灵敏 快速 ,还 可 定 
量 分 析 。 缺 点 是 需要 专门 的 等 离子 表面 共振 检测 仪器 。 

5. 免疫 共 沉 淀 技术 

这 一 技术 的 核心 是 通过 抗体 来 特异 性 识别 候选 蛋白 。 首 先 ,将 靶 蛋 白 的 搞 
体 通过 亲 和 反 应 连接 到 固体 基质 上 ， 再 将 可 能 与 靶 蛋 白 发 生 相 互 作 用 的 待 
筛选 蛋白 加 入 反应 体系 中 ， 用 低 离 心力 沉淀 或 微 膜 过 滤 法 在 固体 基质 和 抗 
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光源 光 感 受 器 ”信号 输出 


自由 的 待 分 析 物 


有 图 6-20 蛋白 质 芯 片 的 制备 将 5S33 个 拟 南 芥 有 图 6-21 离子 表面 共振 技术 示意 图 
转录 调控 因子 的 HIS 融合 蛋白 点 到 玻璃 芯片 上 ,以 

anti-His 抗体 作为 一 抗 检测 转录 调控 因子 蛋白 质 

总 量 。 每 个 蛋白 质 都 重复 点 样 两 次 。 右 上 角 从 上 到 

下 依次 为 1.0.0.1 jg,10、1 和 0.1 ng 的 IgG 标准 样 

品 的 杂交 结果 


体 的 共同 作用 下 将 蛋白 复合 物 沉淀 到 试管 的 底部 或 微 腊 上。 如 果 靶 蛋白 与 
竺 筛选 蛋白 发 生 了 相互 作用 ,那么 ,这 个 待 筛选 和 蛋白质 就 通过 技 蛋 白 与 抗体 
和 固体 基质 相互 作用 而 被 分 离 出 来 (图 6-22 ) 。 


将 蛋白 抗体 基质 复合 体 加 入 含 
有 不 同 组 分 的 蛋白 质 溶液 中 


固体 基质 ”特异 性 抗体 i 


有 图 6-22 免疫 共 沉 淀 示意 图 
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634 细胞 内 和 蛋白质 相 互 作用 研究 一 一 荧光 共振 能 量 转移 法 


荧光 共振 能 量 转移 (FRET) 现 象 是 20 世纪 初 发 现 的 。FRET 荧光 能 量 给 体 
与 受 体 之 间 通 过 偶 极 - 偶 极 耦 合作 用 以 非 辐射 方式 转移 能 量 的 过 程 又 被 称 为 长 
距离 能 量 转 移 , 有 三 个 基本 条 件 . 

(1) 给 体 与 受 体 在 合适 的 距离 (1~10 nm)。 

(2) 给 体 的 发 射 光谱 与 受 体 的 吸收 光谱 有 一 定 的 重 释 (这 是 能 量 匹 配 的 
条 件 )。 

(3) 给 体 与 受 体 的 偶 极 具有 一 定 的 空间 取向 (这 是 偶 极 - 偶 极 耦合 作用 的 
条 件 )。 

FRET 需要 有 两 个 探 针 , 即 荧光 供 体 和 荧光 受 体 ,要 求 供 体 的 发 射 光 谱 与 受 
体 的 吸收 光谱 有 一 定 的 重合 ,而 与 受 体 的 发 射 光谱 尽量 没有 重 倒 。 常 用 的 探 针 
有 三 种 :荧光 蛋白 ,传统 有 机 染料 和 铀 系 染料 。 

荧光 和 蛋白 是 一 类 能 发 射 荧 光 的 天 然 蛋 白 及 其 突变 体 ,常见 的 有 绿色 荧光 和 蛋 
白 (GFP)、 蓝 色 荧光 蛋白 (BFP) .青色 荧光 蛋白 (CFP) 和 黄色 荧光 蛋白 (YFP) 等 。 
不 同和 蛋白 的 吸收 和 发 射 波 长 不 同 , 可 根据 需要 组 成 不 同 的 探 针对 。 传 统 有 机 染 
料 是 指 一 些 具有 特征 吸收 和 发 射 光谱 的 有 机 化 合 物 组 成 的 染料 对 。 常见 的 有 荧 
光 素 .罗丹 明 类 化 合 物 和 青色 染料 Cy3 .Cy5 等 ,该 类 染料 分 子 体积 较 小 .种 类 较 
多 且 大 部 分 为 商品 化 的 分 子 探 针 染料 ,因此 应 用 较为 广泛 。 铀 系 染料 一 般 与 有 
机 染料 联 用 ,分别 作为 FRET 的 供 体 或 受 体 ,检测 的 准确 性 和 信 噪 比较 传统 染 
料 有 显著 提高 。 

研究 蛋白 质 间 相互 作用 时 ,FRET 一 般 与 荧光 成 像 技 术 联 用 ,将 蛋白 标记 上 
荧光 探 针 , 当 蛋 白 间 不 发 生 作用 时 ,其 相对 距离 较 大 ,无 FRET 现象 ,而 蛋白 发 
生 相 互 作用 时 ,其 相对 距离 缩小 ,FRET 发 生 ( 图 6-23) ,用 LSCM 或 WFM 纤维 
技术 ,可 根据 成 像 照 片 的 色彩 变化 很 直接 地 反映 该 过 程 的 发 生 。 


到 。 分 子 则 相互 作用 


有 上 图 6-23 荣光 共振 能 量 转 移 法 


6.3.5 RNAi 技术 及 其 应 用 


RNAi(RNA interference ,RNA 干涉 ) 技 术 利用 双 链 小 RNA 高 效 ` 特 异性 降解 
细胞 内 同 源 mRNA 从 而 阻 断 革 基因 表达 ,使 细胞 出 现 革 基因 缺失 的 表 型 。RNAi 
的 命名 来 源 于 安德鲁 .法 尔 1998 年 在 (自然 ) 杂 志 上 的 论文 。 他 们 研究 发 现 ,对 线 
虫 注射 外 源 双 链 RNA(double-stranded RNA,dsRNA ) 可 诱发 与 该 RNA 高 度 同 源 


6.3 蛋白 质 及 RNA 相互 作用 技术 > 


的 基因 序列 的 特异 性 “沉默 "。 现 在 已 经 知道 ,RNAi 是 一 个 涉及 多 步 通路 的 过 程 ， 
包括 对 触发 物 的 加 工 .与 目标 mRNA 的 结合 以 及 目标 mRNA 的 降解 ,至 今 已 在 果 
蝇 . 锥 虫 . 涡 虫 ,线虫 等 许多 动物 及 大 部 分 植物 中 陆续 发 现 了 RNAi 效应 。 
研究 发 现 , 双 链 RNA 是 RNAi 的 触发 物 ,引发 与 之 互补 的 单 链 RNA (single- 
stranded RNA ,ssRNA ) 的 降解 ,经 过 Dicer( 一 种 具有 RNase 亚 活性 的 核酸 酶 ) 的 
加 工 ,细胞 中 较 长 的 外 源 双 链 RNA(30 个 核 苷 酸 以 上 ) 首 先 被 降解 形成 21~25 个 
核 苷 酸 的 小 分 子 干扰 核糖 核酸 (short interfering RNA ,siRNA) ,并 有 效 地 定位 目 
标 mRNA。 因 此 ,siRNA 是 引发 转录 后 基因 沉默 中 序列 特异 性 RNA 降解 的 重要 
中 间 媒 介 。 较 短 的 双 链 RNA 不 能 被 有 效 地 加 工 为 siRNA ,因而 不 能 介 导 RNAi。 
siRNA 具有 特殊 的 结构 特征 , 即 5' 端 磷酸 基 团 和 3' 端 的 羟基 ,其 两 条 链 的 3' 端 
各 有 两 个 碱 基 突 出 于 末端 。 由 siRNA 中 的 反 义 链 指导 合成 一 种 被 称 为 RNA 诱 
导 的 沉默 复合 体 (RISC) 的 核糖 体 , 再 由 RISC 介 导 切割 目的 mRNA 分 子 中 与 
siRNA 反 义 链 互补 的 区 域 , 从 而 实现 干扰 靶 基因 表达 的 功能 (图 6-24)。 同 时 ， 
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siRNA 可 作为 特殊 的 引物 ， 在 依赖 于 RNA 的 RNA 聚合 酶 的 作用 下 ， 以 目的 
mRNA 为 模板 合成 dsRNA ,后 者 又 可 被 降解 为 新 的 siRNA ,重新 进入 上 述 循环 。 
因此 ,即使 外 源 siRNA 的 注入 量 较 低 ,该 信号 也 可 能 迅速 被 放大 ,导致 全 面 的 基 
因 沉 默 。 

非 哺乳 动物 细胞 可 以 利用 较 长 的 双 链 RNA 直接 诱导 产生 RNAi 而 无 需 合 
成 siRNA ,因此 ,设计 非 哺乳 动物 细胞 RNAi 实验 的 步骤 比较 简便 。 只 要 通过 目 
的 基因 体外 转录 得 到 所 需要 的 dsRNA ,再 通过 浸泡 .注射 或 转 染 靶 细 胞 即 可 实 
现 RNAi。 在 哺乳 动物 细胞 内 , 较 长 的 dsRNA 会 导致 非特 异性 基因 沉默 ,只 有 大 
约 21~25 个 核 苷 酸 的 siRNA 才能 有 效 地 引发 特异 性 基因 沉默 。 

拟 南 芥 中 一 般 通 过 以 下 几 种 途径 产生 dsRNA :将 过 量 表达 sense RNA 的 株 
系 与 另 一 个 过 量 表 达 antisense RNA 的 株 系 进行 杂交 ,或 将 带 有 sense 和 antisense 
RNA 的 T-DNA 转 人 同一 个 植株 中 ,或 将 具备 自主 产生 双 链 RNA( 转 录 产 物 带 
有 发 卡 式 互 补 结构 ) 的 T-DNA 转 人 植株 中 , 均 可 获得 发 生 特 异性 基因 沉默 的 
后 代 。 

形成 双 链 RNA 需要 有 一 小 段 非 互补 区 将 互补 的 两 个 区 域 分 开 ,这 段 非 互 
补 区 可 以 是 靶 基因 的 一 部 分 也 可 以 是 与 靶 基因 不 相关 的 序列 。 为 了 能 够 形成 发 
卡 (hairpin ) 结 构 , 非 互补 区 至 少 要 有 4 个 碱 基 。 利 用 聚合 酶 链 反应 在 sense 区 的 
3' 端 和 antisense 区 的 5' 端 引 人 Sf 工 限 制 性 内 切 酶 识别 位 点 是 一 种 非常 方便 的 
形成 发 夹 结构 的 方法 ,因为 9%6 工 识别 位 点 是 双向 的 (GGCCNNNNNGGCC) ,中 心 
区 域 不 需要 回 文 序列 。 
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若 用 传统 的 实验 方法 如 RT-PCR 或 Northern 印迹 杂交 法 研究 基因 的 表达 
调控 规律 ,将 受 电泳 泳 道 数 量 的 限制 ,每 次 一 般 只 能 研究 很 少量 的 靶 基 因 。 随 着 
功能 基因 组 学 研究 的 不 断 深入 ,迫切 需要 能 同时 监测 大 量 靶 基因 表达 的 实验 手 
段 , 迅 速 准确 地 在 基因 组 水 平 上 阐述 不 同 生物 组 织 或 细胞 中 各 种 转录 本 的 变化 
规律 。 基 因 芯 片 (gene chip) ,又 称 DNA 微 阵 列 (DNA microarray ) 技 术 就 是 在 这 
种 情况 下 应 运 而 生 的 。 


6.4.1 基因 心 片 技术 原理 


基因 芯片 是 一 种 小 型 分 析 装 置 ， 能 够 快速 和 精确 地 研究 生物 基因 组 信息 。 
制作 基因 芯片 时 ， 可 用 机 械 臂 把 大 量 已 知 或 未 知 序列 的 DNA 片段 点 在 玻璃 片 
(通常 为 2x2 cm?)、 金 属 片 或 尼龙 膜 上 ,再 经 过 物理 吸附 作用 达到 固定 化 (cDNA 
必 片 )。 也 可 以 直接 在 玻璃 板 或 金属 表面 进行 化 学 合成 ,从 而 得 到 赛 聚 核 苷 酸 芯 
片 。 将 芯片 与 待 研究 的 cDNA 或 其 他 样品 杂交 ,经 过 计算 机 扫描 和 数据 处 理 , 便 
可 以 观察 到 成 千 上 万 个 基因 在 不 同 组 织 或 同一 组 织 不 同 发 育 时 期 或 不 同 生 理 
条 件 下 的 表达 调控 情况 (图 6-25 )。 荧 光标 记 的 cpDNA 与 芯片 上 相 匹 配 的 DNA 
序列 发 生 杂 交 反 应 ,使 得 芯片 上 的 点 呈现 出 荧光 信号 ,荧光 信号 的 强度 和 基因 


6.4 基因 芯片 及 数据 分 析 >> 


表达 的 多 度 呈 正 相 关 。 基 因 芯 片 这 种 微型 化 装置 
具有 巨大 的 容量 ,使 科学 家 在 单 次 实验 中 就 可 以 
分 析 整 个 基因 组 的 变化 。 基 因 芯 片 分 析 包 括 五 个 
基本 步骤 :生物 学 问题 .样品 制备 .生物 化 学 反应 、 
检测 .数据 模型 分 析 。 


6.4.2 基因 心 片 的 点 制 过 程 


1. 简易 基因 芯片 

制作 简易 基因 芯片 时 ， 使 用 机 械 臂 把 大 量 已 
知 或 未 知 序列 的 DNA 片段 点 在 一 张 很 小 的 玻璃 
片 (通常 为 2x2 cm2) 或 尼龙 膜 上 ,再 经 过 物理 吸 
附 作 用 达到 固定 化 (cDNA 芯片 )。 也 可 以 直接 在 
玻璃 板 表 面 进行 化 学 合成 ,从 而 得 到 寡 聚 核 苷 酸 
芯片 。 将 芯片 与 待 研究 的 cDNA 或 其 他 样品 杂交 ， 
经 过 计算 机 扫描 和 数据 处 理 , 便 可 以 观察 到 大 规 
模 的 基因 群 在 不 同 组 织 同一 组 织 不 同 发 育 时 期 
或 不 同 生理 条 件 下 的 表达 调控 情况 (图 6-26)。 简 
易 芯 片 一 般 的 基因 数量 少 (一 般 不 超过 2 000)， 
主要 用 于 研究 小 部 分 特定 基因 的 表达 状态 。 简 易 
芯片 一 般 可 以 用 手工 制作 或 者 机 械 手 点 样 。 

2. 大 规模 基因 芯片 

大 规模 基因 芯片 通常 涉及 基因 组 规模 与 数量 
(一 般 大 于 10 000 个 基因 )， 分 别 采 用 接触 式 点 
样 、 非 接触 式 点 样 或 者 半导体 技术 制备 样品 。 接 
触 式 点 样 方法 包括 点 样 元 件 或 点 样 元 件 中 的 液 
体 和 芯片 基 片 间 有 直接 接触 的 各 种 方法 。 非 接触 
式 芯片 制备 方法 包括 各 种 芯片 制备 中 不 需 点 样 
元 件 和 芯片 基 片 间 直 接 接触 的 各 种 技术 ,其 样 头 


芯片 结果 


有 图 6-25 基因 芯片 技术 流程 图 在 基因 芯片 分 析 
中 ,首先 将 从 细胞 中 抽 提 得 到 mRNA 进行 荧光 标记 ， 


与 预先 制备 的 含有 一 定数 量 和 质量 DNA 的 尼龙 膜 、 


玻璃 或 金属 芯片 进行 杂交 。 芯 片上 某 些 点 能 与 杂交 液 
中 荧光 标记 的 特异 性 cDNA 发 生 杂 交 结 合 , 所 发 出 的 
荧光 信号 与 该 基因 表达 的 多 度 呈 正 相 关 。 通 过 比较 芯 
片上 的 每 个 位 置 的 荧光 信号 强度 来 确定 基因 多 度 或 
表达 强度 。 


的 核心 是 以 可 控 的 方式 从 喷嘴 中 喷 出 小 体积 的 液 滴 。 半 导体 制备 技术 指 借鉴 
计算 机 芯片 制造 业 中 的 微型 化 加 工 方法 的 基因 芯片 制备 技术 。 基 因 芯 片 的 工 


作 流 程 如 下 : 


(1) 经 大 规模 PCR 扩 增 获得 独立 cDNA 插入 片段 。 

(2) 用 机 械 手 将 PCR 产物 点 在 玻璃 板 上 ,变性 、 固 定 。 

(3) 分 别 从 不 同 器 官 或 组 织 中 分 离 mRNA , 反 转 录 生 成 cDNA。 
(4) 用 不 同 的 荧光 染料 标记 不 同 器 官 或 组 织 的 cDNA。 


(5) 将 标记 后 的 cDNA 与 点 好 的 芯片 进行 杂交 。 


(6) 激光 扫描 芯片 杂交 结果 ,计算 机 处 理 。 
(7) 分 析 杂 交 数 据 。 
3. 微 珠 必 片 技术 
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有 图 6-26 包含 270 个 棉花 cDNA 的 简易 芯片 的 杂交 图 谱 (a) 为 纤 
维 细胞 组 织 RNA 杂交 结果 ;(b) 为 胚珠 细胞 组 织 RNA 杂交 结果 。 


微 珠 芯 片 (beadarray ) 技 术 是 一 种 新 的 基因 芯片 技术 ,有 可 能 成 为 今后 基因 
必 片 技术 发 展 的 方向 。 目 前 , 微 珠 芯片 技术 在 生命 科学 领域 的 用 途 主 要 集中 在 
SNP 及 基因 型 分 析 ,基因 表达 谱 分 析 和 和 蛋白 组 学 研究 三 大 领域 。 微 珠 芯片 技术 
是 在 光 导 纤维 技术 基础 上 发 展 起 来 的 技术 。 在 直径 为 3.5 mm 的 光纤 束 中 ,包含 
约 50 000 根 光纤 。 在 每 根 光纤 的 顶部 蚀刻 出 一 个 小 洞 , 可 镶嵌 直径 为 3 um 的 
微 磁 珠 。 每 个 微 磁 珠 上 可 以 根据 不 同 的 要 求 连 接 不 同 的 配 体 ,如 赛 核 苷 酸 . 蛋 
白质 .抗体 等 。 制 作 芯片 时 ,将 带 有 所 需 配 体 的 不 同 微 珠 混合 后 与 光纤 束 进 行 
自 组 装 ,通过 微 珠 上 赛 核 苷 酸 标签 序列 (address) 确 认 每 根 光 纤 上 所 吸附 的 不 同 
的 微 珠 ( 图 6-27)。 现 有 微 珠 芯片 上 每 东 光 纤 可 灸 骨 1 536 种 微 珠 ,因此 ,每 种 
微 珠 在 一 束 光纤 中 有 30 次 重复 。 结合 在 微 珠 上 的 寡 核 苷 酸 或 者 蛋白 可 与 荧光 
标记 的 配对 核酸 或 配 体 发 生 相 互 作 用 ,发 生 的 信号 被 激发 后 通过 光纤 传递 到 
检测 器 。 

与 其 他 芯片 制作 技术 相 比较 , 微 珠 芯片 具有 如 下 优势 : 

(1) 密度 高 微 珠 芯片 的 点 样 密度 是 原 位 光合 成 法 的 16 倍 , 喷 点 法 的 100 
倍 , 接 触 式 点 样 的 400 倍 。 

(2) 测试 重复 性 好 ”鉴于 超 高 密度 的 特点 , 微 珠 芯片 中 每 个 样品 都 能 保证 
约 30 个 重复 ,从 而 保证 测试 的 高 重复 性 ,高 成 功率 以 及 高 可 靠 性 。 

(3) 定制 方便 若 需 要 在 已 完成 的 芯片 中 增加 测试 点 或 新 基因 ,只 要 合成 
相应 的 微 珠 加 入 到 微 珠 混合 池 中 即 可 。 


(3) 


标记 的 cDNA 


cDNA 


标签 序列 探 针 


23bp 50bp 
(b) 


有 图 6-27 微 珠 芯片 及 原理 (a) 微 珠 芯 片 制作 示意 图 ,了 成 品 芒 片 ;回音 
东 光 纤 显 微 截面 ;@@ 放 大 后 的 微 磁 珠 。(b) 微 珠 芯片 工作 原理 。 


6.4.3 基因 芯片 数据 分 析 


基因 芯片 数据 分 析 包 括 两 部 分 ,数据 可 靠 性 分 析 和 生物 学 意义 分 析 。 

1. 数据 可 靠 性 分 析 

因为 用 基因 芯片 进行 杂交 分 析 ,每 次 实验 结果 都 会 有 些 变化 ,因为 包括 靶 
DNA 浓度 探 针 浓度 .杂交 双方 的 序列 组 成 , 盐 浓 度 以 及 温度 等 许多 因素 影响 了 
杂 合 双 链 的 形成 和 稳定 性 。 因 此 ,需要 进行 重复 
试验 以 确保 数据 的 准确 。 主要 的 方法 是 通过 两 次 
平行 杂交 反应 ,将 每 个 基因 在 两 个 反应 中 的 表达 
水 平 做 成 对 应 散 点 图 ,只 要 绝 大 多 数 基因 的 杂交 
结果 都 在 45" 斜 线 附近 ， 就 说 明 实 验 结果 是 可 靠 


的 (图 6-28 )。 S 
为 了 保证 基因 芯片 数据 的 可 靠 性 ,芯片 中 还 ”总 代 
需要 加 上 多 个 持家 基因 (housekeeping genes) 作 = 分 
为 内 对 照 。 持 家 基因 ,如 呼吸 作用 的 酶 类 和 细胞 
骨架 蛋白 基因 等 ,是 维持 细胞 正常 生长 发 育 的 必 Ea 
需 基因 ,其 表达 水 平 在 细胞 内 基本 不 变 。 处 理 数 Lg2(Cy3/cy5) x 生 
据 时 ,认为 持家 基因 的 反应 信号 在 两 种 组 织 中 不 。 “| 田 6_28 基因 芯片 数据 可 如 性 分 析 让 全 标 X 表 。 党 
变 , 依 此 确定 其 他 基因 表达 信号 的 相对 值 。 示 每 个 杂交 点 Cy3/Cy5 荧光 信号 的 比值 , 纵 坐 标 了 上 
2. 生物 学 意义 分 析 的 点 是 交换 荧光 标记 后 的 信号 强度 比值 。 若 芯片 中 绝 ”学 
主要 指 通过 分 析 芯 片 杂 交 数 据 ,研究 差异 表 大 多 数 点 的 信号 值 在 斜 线 Y=X 附近 ， 表 明 该 杂交 结 jer 
达 基 因 的 生物 学 意义 。 通 常 ,在 芯片 中 某 一 器 官 果 可 信和 度 较 高 ;反之 , 则 不 可 信 。 入 
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或 发 育 时 期 可 能 有 成 百 上 千 个 差异 表达 基因 。 例如 ,基因 芯片 分 析 植 物 根 部 可 
能 有 400 多 个 特异 表达 的 基因 ,如 果 要 将 这 些 基因 的 来 龙 去 脉 都 搞 清楚 ,可 能 
要 追溯 超过 4 000 篇 以 上 的 文献 (假设 1 个 基因 需要 查阅 10 篇 文献 )。 这 种 不 
捡 重点 的 方法 耗 时 耗 力 , 所 获得 的 结果 也 往往 没有 意义 。 因 此 ,生物 学 家 和 生物 
信息 学 家 合作 创立 了 将 差异 表达 基因 定位 于 不 同 的 生物 化 学 代谢 途径 的 分 析 
方法 (pathway identification )。 统 计 每 条 生物 化 学 代谢 途径 中 固有 的 基因 数量 和 
被 基因 芯片 定位 的 差异 表达 的 基因 数量 ,可 以 计算 出 特定 器 官 或 特定 发 育 阶段 
表达 有 显著 差异 的 代谢 途径 。 由 于 代谢 途径 通常 负责 执行 生物 体 的 重要 功能 ， 
并 且 相 对 于 原始 数据 ,代谢 途径 的 数量 相对 较 少 ,可 操作 性 强 ,已 经 成 为 目前 学 
术 界 分 析 基 因 芯 片 数 据 的 重要 手段 。 作 者 的 研究 发 现 有 超过 700 个 基因 在 棉花 
纤维 细胞 中 特异 表达 ， 将 这 些 基 因 定 位 到 不 同 代 谢 途 径 中 并 经 过 统计 分 析 发 
现 , 乙 烯 合成 .细胞 骨架 和 脂肪 酸 合成 及 延伸 是 三 个 在 纤维 细胞 中 特异 性 表达 
的 代谢 途径 ( 表 6-1), 在 后 续 生 物 学 研究 中 ,以 这 些 最 具 代 表 性 的 代谢 途径 为 突 
破 口 ,有 可 能 阐明 这 些 途径 在 纤维 细胞 发 育 中 的 重要 性 。 


表 6-1 用 途径 分 析 法 研究 基因 芯片 数据 中 可 能 具有 生物 学 意义 的 代谢 途径 


乙 炳 合 3 3 0. 0016 0. 0295 


细胞 骨架 75 10 0. 0077 0. 0376 
脂肪 酸 合成 及 延伸 64 9 0. 0080 0. 0376 
糖 胺 降解 16 4 0. 0099 0. 0376 
维生素 C 代谢 63 8 0. 0217 0. 0522 
油菜 素 内 脂 合成 6 2 0. 0397 0. 0629 


6.5 利用 酵母 鉴定 靶 基 因 功 能 


酿酒 酵母 作为 单 细胞 真 核 生物 ,具有 和 动 植物 细胞 相似 的 结构 特征 ,包括 
细胞 核 .内 质 网 .高尔基 体 .线粒体 .过 氧化 物 酶 体 、 细 胞 骨架 等 ,而且 其 细胞 生 
长 发 育 所 发 生 的 细胞 过 程 和 动 植物 细胞 也 有 很 高 的 相似 性 ,很 多 基因 在 酵母 和 
动 植物 细胞 中 是 高 度 保守 的 。 而 且 ,酵母 细胞 很 容易 进行 生物 化 学 和 分 子 生 物 


学 操作 ,所 以 ,酵母 是 基因 功能 研究 中 常用 的 模式 生物 。 


6.5.1 苹 母 的 遗传 学 和 分 子 生 物 学 简介 


酿酒 酵母 (Saccharomyces cerevisiae ) 有 稳定 的 单 倍 体 和 二 倍 体 细 胞 ,是 最 早 
完成 基因 组 DNA 全 序列 测定 的 真 核 生物 。 由 于 其 具有 快速 生长 能 力 .无 性 繁殖 
能 力 以 及 简便 的 平板 影印 能 力 ， 已 经 成 为 生命 科学 领域 里 广泛 应 用 的 模式 生 
物 。 理 论 上 ,与 任何 一 种 遗传 学 特征 相对 应 的 不 同 物种 的 结构 基因 都 可 以 通过 
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质粒 文库 的 互补 作用 而 在 酵母 缺失 突变 体 中 得 到 鉴定 。 导 和 人 酵母 细胞 中 的 DNA 
既 能 以 自主 复制 的 分 子 形式 存在 ,也 可 能 以 被 整合 到 基因 组 的 方式 存在 。 酵 母 
中 转化 DNA 的 整合 重组 主要 通过 同 源 重组 方式 进行 ,整合 效率 较 高 。 

酵母 细胞 的 直径 大 约 有 5 pm， 在 光学 显微镜 下 可 以 观察 它 的 许多 重要 特 
征 。 酿酒 酵母 细胞 是 以 出 芽 方 式 生 长 的 .出芽 的 细胞 被 称 为 母 细 胞 ,产生 的 芽 就 
成 为 子 细胞 (图 6-29)。 新 生 的 芽 从 酵母 细胞 分 裂 周 期 一 开始 就 出 现 ,直到 细胞 
周期 结束 才 从 母 细 胞 上 分 离 下 来 。 由 于 酵母 细胞 的 全 部 生长 都 集中 在 芽 上 ,而 
且 这 种 生长 贯穿 整个 细胞 周期 ,所 以 通过 观察 芽 的 大 小 就 可 以 粗略 估计 出 一 个 
给 定 细胞 处 于 哪个 生长 发 育 阶段 。 当 培养 基 中 营养 元 素 耗 尽 时 ,酵母 细胞 会 停 
止 生长 而 滞留 在 某 个 生长 发 育 阶段 ,因此 ,可 以 通过 观察 显微镜 下 酵母 细胞 的 
出 芽 频 率 确定 酵母 的 营养 状态 。 


有 图 6-29 扫描 电镜 下 的 酵母 细胞 (a) 新 芽 常 在 已 脱落 的 芽 斑 
附近 长 出 来 ;BS(bud scar) , 芽 痕 ;BirS(birth scar) , 蒂 痕 。(b) 子 细胞 
脱落 后 的 芽 斑 放大 图 。 


酵母 单 倍 体 和 二 倍 体 细 胞 在 形态 上 有 相似 性 ,但 也 存在 重大 差异 。 首先 ,二 
倍 体 细胞 的 直径 大 约 是 单 倍 体 的 1.3 倍 。 其 次 ,二 倍 体 细胞 呈 长 形 或 卵 圆 形 而 单 
倍 体 细 胞 通常 接近 圆 形 。 第 三 ,二 倍 体 细 胞 和 单 倍 体 细 胞 的 出 芽 方 式 不 同 。 每 个 
酵母 细胞 衰老 前 一 般 出 芽 20 次 ,在 母 细胞 表面 以 一 定 的 方式 连续 出 芽 。 单 倍 体 
细胞 按照 沿 轴线 的 方向 出 芽 ,新芽 与 前 一 个 芽 紧 密 相连 。 二 倍 体 细胞 按 极 性 方 
向 出 芽 ,新 芽 可 以 出 现在 长 形 细胞 的 任何 一 端 。 

酵母 细胞 有 三 种 交配 型 MATa,MATa 以 及 由 这 两 种 细胞 相互 交配 形成 的 
第 三 种 交配 型 MATa/aq。MATa/a 不 能 与 MATa 和 MATa 中 任何 一 种 细胞 交配 。 
一 般 而 言 ,MATa 和 MATa 为 单 倍 体 ,MATa/a 为 二 倍 体 ,但 也 有 例外 。 带 有 不 同 
突变 的 单 倍 体 细 胞 之 间 发 生 交配 可 以 将 不 同 的 突变 基因 组 合 在 同一 个 细胞 中 ， 
为 研究 基因 之 间 的 相互 关系 提供 了 良好 的 实验 材料 。 

野生 型 酵母 属于 原 养 型 ,只 要 培养 基 中 有 足够 可 利用 的 碳 源 和 氮 源 ,酵母 
细胞 就 能 合成 自身 需要 的 各 种 营养 物质 。 酵 母 首 选 的 碳 源 是 葡萄 糖 ,但 是 也 能 
利用 其 他 很 多 种 糖 类 。 如果 碳 源 适 宜 ,酵母 细胞 首选 通过 乙醇 发 酵 产生 能 量 。 醇 
母 细 胞 是 条 件 性 大 氧 菌 ,在 有 和 氧 和 无 氧 状态 下 都 能 生存 。 
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二 倍 体 酵 母 细胞 在 低 氮 无 发 酵 性 碳 源 的 条 件 下 (营养 缺乏 , “饥饿 "条 件 ) 
能 通过 减 数 分 裂 形 成 单 倍 体 的 孢子 。 此 时 ,每 个 单 倍 体 细胞 在 遗传 背景 上 完全 
相同 ,从 单个 孢子 来 源 的 所 有 细胞 都 带 有 一 套 相 同 的 染色 体 DNA。 这 些 单 倍 体 
细胞 中 的 某 些 重要 基因 发 生 突变 后 ,因为 不 存在 等 位 基因 ,很 容易 导致 酵母 细 
胞 生长 发 育 异 常 而 发 生 表 型 变化 。 图 6-30 以 酵母 亮 氨 酸 和 色 氨 酸 合成 基因 为 
例 介 绍 了 二 倍 体 细胞 通过 减 数 分 裂 形成 单 倍 体 细胞 和 发 生 表 型 变化 的 过 程 。 


有 图 6-30 以 亮 氨 酸 合成 酶 基因 为 例 介 绍 二 倍 体 细胞 通过 减 数 分 裂 形 成 单 们 
体 细胞 和 发 生 表 型 变化 的 过 程 妓生 型 和 突变 体 亮 氨 酸 合成 基因 (LEU2/ieu2) 
在 酵母 细胞 形成 四 个 孢子 过 程 中 的 分 配 情 况 。 最 后 形成 的 四 个 孢子 中 有 两 个 
孢子 带 有 野生 型 基因 ,两 个 孢 子 带 有 突变 体 基 因 。 


6.5.2 ”酵母 基因 转化 与 性 状 互补 


利用 Yip (整合 型 质粒 ) 可 以 对 醉 母 基因 组 中 的 任意 基因 进行 精确 的 斋 除 
(置换 ) ,并 通过 孢子 繁殖 中 的 四 分 体 分 析 技 术 进 行 观测 和 研究 。 带 有 致死 突 恋 
位 点 和 可 能 的 外 源 功 能 互补 基因 的 酵母 二 倍 体 细胞 在 饥饿 条 件 下 形成 四 分 体 
孢子 ,将 这 四 个 孢子 用 SINGER 的 酵母 四 分 体 分 离 系统 分 开 , 如 果 所 引入 的 外 
源 基因 具有 互补 突变 位 点 的 功能 ,含有 突变 基因 的 单 倍 体 可 以 存活 ,否则 就 不 
能 存活 。 图 6-31 中 将 多 个 棉花 KCS 基因 (编码 超 长 链 脂肪 酸 合成 酶 ) 克 隆 到 含 
有 URA3 筛选 标记 的 表达 质粒 上 ,用 带 有 URA3 筛选 标记 的 表达 质粒 替换 带 有 
TRP1 筛选 标记 的 质粒 ,进一步 验证 。 

基因 置换 一 般 在 二 倍 体 中 进行 ,因为 单 倍 体 基 因 缺 失 突变 体 可 能 根本 无 法 
生存 。 如 果 某 个 基因 是 生存 必需 的 ,四 分 体 孢 子 的 分 离 比 为 2:2; 如 果 这 个 基因 
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是 生长 所 必需 的 ,所 有 的 四 分 体 都 能 存活 ,其 中 有 两 
个 孢子 属于 缺失 突变 , 另 两 个 孢子 没有 发 生变 化 。 酵 母 
基因 置换 有 一 步 置 换 法 和 两 步 置 换 法 。 一 步 法 基因 置 
换 是 利用 包含 有 突变 等 位 基因 以 及 与 靶 位 点 基因 末端 
同 源 序列 来 实现 的 ,常用 含 Geneticin(G418) 的 选择 性 

Ej 基 筛选 转化 子 ， 再 用 PCR 方法 验证 基因 是 否 整合 
到 正确 的 位 置 上 。 用 这 种 方法 只 需要 2~3 周 就 可 以 得 
到 某 个 特定 基因 的 突变 体 菌株 (图 6-32 ) 。 

两 步 置换 法 首先 要 整合 一 个 含有 突变 等 位 基因 的 
质粒 ,目标 位 点 发 生 整 合 后 ,产生 了 这 一 基因 区 段 的 重 
复 ,其 中 一 个 为 野生 型 ,一 个 为 突变 型 ,两 者 之 间 还 带 
有 一 段 质 粒 DNA 序列 (图 6-33)。 两 个 基本 重复 拷贝 
之 间 随 机 发 生 的 同 源 双 交 换 将 导致 质粒 DNA 的 切除 
以 及 重复 区 段 中 一 个 拷贝 的 丢失 ( 留 下 突变 型 或 野生 
型 拷贝 的 概率 分 别 是 50%)， 可 通过 表 型 分 析 .South- 
rm 杂交 或 PCR 反应 加 以 区 分 。 质 粒 上 的 选择 性 标记 
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有 图 6-31 棉花 KCS 基因 酵母 细胞 互补 情况 
W1536 SB 为 野生 型 单 倍 体 细胞 ;elo2Aelo3A 
为 酵母 自身 的 超 长 链 脂 肪 酸 合 成 酶 双 突 变 的 音 
倍 体 ， 为 致死 型 ;KCS12 ,KCS6 ,KCS2 ,KCS13 
为 不 同 的 棉花 KCS 基因 


产物 0.8 kb 


和 图 6-32 “一 步 置 换 法 "制备 酵母 缺失 突变 体 的 流程 图 (a) 基 因 置 换 。 用 PCR 方法 
扩 增 KanMx 基因 片段 (载体 上 该 基因 两 侧 为 与 目的 基因 YFG 同 源 的 序列 ) ,纯化 PCR 
产物 后 转 入 酵母 细胞 ,片段 与 目的 基因 发 生 同 源 重 组 ,使 KanMx 基因 片段 插 六 酵母 基 


因 组 ,细胞 具有 G418 抗 性 。(b) 用 PCR 筛选 基因 置换 事件 


按 如 下 三 步 验证 是 否 在 正 


确 位 置 上 发 生 重 组 : 中 采用 目的 基因 两 侧 非 翻译 区 的 引物 ,PCR 得 到 不 同 大 小 的 片 
段 , 有 外 源 基 因 插 入 的 PCR 产物 显著 大 于 无 外 源 基 因 插 入 时 ;四 如 用 KanMx 基因 内 
部 引物 和 目的 基因 一 侧 引 物 做 PCR， 只 能 在 发 生 正确 重组 的 酵母 细胞 中 得 到 PCR 产 
物 ,没有 发 生 重 组 的 细胞 中 不 能 得 到 PCR 产物 ; 国 如 用 目的 基因 被 置换 掉 的 那 段 部 分 
序列 为 引物 做 PCR， 那 么 ,发 生 重 组 的 细胞 中 不 能 得 到 PCR 产物 ， 野生 型 细胞 中 有 
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Ji 一 1 = YFGI 


YFG!] ytgl—1 


有 图 6-33 “两 步 置 换 法 "制备 酵母 缺失 突变 体 的 流程 图 


为 URA3, 用 5- 气 乳 清 酸 (5-FOA ) 培 养 基 可 挑选 出 丢失 质粒 DNA 的 菌株 。 细 
胞 中 如 果 只 发 生 第 一 步 重组 反应 ,URA3 所 产生 的 XX 仍然 会 使 5-FOA 转变 
成 对 细胞 有 毒 的 物质 ， 细 胞 被 杀 死 。 只 有 当 细 胞 中 连续 发 生 了 两 步 重组 反 
应 ,URA3 被 剔除 ,酵母 细胞 才能 在 5-FOA 培养 基 上 生长 。 


6.5.3 ”外 源 基因 在 酵母 中 的 功能 鉴定 


将 外 源 基因 克隆 于 酵母 表达 载体 上 ,转化 野生 型 或 突变 酵母 菌株 ,通过 观 
察 酵母 的 表 型 变化 或 分 析 细 胞 中 化 学 成 分 的 变化 即 可 推测 该 基因 的 生物 学 功 
能 .例如 ,在 酵母 细胞 中 表达 外 源 基 因 与 绿色 荧光 蛋白 基因 的 融合 蛋白 后 ,可 通 
过 荧光 显微镜 观察 荧光 所 在 的 亚 细 胞 区 域 ,从 而 了 解 该 基因 产物 在 细胞 中 的 定 
位 。 野 生 型 酵母 细胞 中 18 碳 不 饱和 脂肪 酸 主要 是 C18:1 ,这 些 细胞 不 能 产生 含 
有 两 个 或 多 个 双 键 的 不 饱和 脂肪 酸 ， 有 人 将 棉花 中 可 能 编码 w-6 脂肪 酸 脱 氢 
酶 的 基因 转 入 野生 型 酵母 细胞 中 ,诱导 该 基因 的 表达 ,然后 用 气相 色谱 和 质谱 
技术 分 析 细 胞 的 脂肪 酸 组 成 发 现 , 带 有 棉花 基因 的 野生 型 酵母 中 出 现 了 C18:2 
不 饱和 脂肪 酸 , 证 明 该 基因 编码 了 有 功能 的 w-6 脂肪 酸 脱氧 酶 (图 6-34)。 因 
为 酵母 细胞 中 有 与 动 植物 细胞 比较 接近 的 蛋白 质 转录 后 修饰 系统 ,许多 在 大 肠 
杆菌 中 不 产生 功能 蛋白 质 的 动 植物 基因 在 酵母 中 表达 后 往往 具有 生物 学 功能 
( 表 6-2)。 
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有 图 6-34 用 气相 色谱 法 检测 基因 功能 (a) 将 空 载体 转 入 无 合成 C18:2 长 链 脂肪 酸 能 
力 的 酵母 细胞 后 ， 用 气相 色谱 证 明细 胞 抽 提 物 中 只 有 C18:1， 没有 C18:2 不 饱和 脂肪 酸 。 
(b) 将 FAD2(fatty acid desaturase 2 ,为 w-6 脂肪 酸 去 饱和 酶 ) 载 体 转 入 酵母 细胞 后 ,C18:1 
减少 ,出 现 大 量 C18:2, 说 明 该 基因 编码 的 蛋白 可 能 以 C18:1 为 底 物 合成 C18:2。 


表 6-2 大 肠 杆 菌 和 酵母 表达 系统 比较 


性 
细胞 生长 快 (30 min) 快 (90 min) 


培养 基 的 复杂 性 低 低 

培养 基 的 费用 低 低 

蛋白 表达 水 平 高 低 

细胞 外 表达 分 泌 到 细胞 外 周 胞 质 中 分 泌 到 培养 基 
蛋白 折合 经 常 需 要 再 折 答 可 能 需要 再 折 答 
N -连接 糖 基 化 无 在 高 甘露 糖 的 条 件 下 发 生 
0 -连接 糖 基 化 无 有 

磷酸 化 无 有 

乙酰 化 无 有 

酰基 化 无 有 

Y -其 基 化 无 有 


6.6 ”其 他 分 子 生物 学 技术 


6.6.1 凝 胶 滞 缓 实验 


凝 胶 滞 缓 实验 (electrophoretic mobility shift assay,EMSA)， 是 体外 分 析 
DNA 与 蛋白 质 相互 作用 的 一 种 特殊 的 凝 胶 电 泳 技术 。 在 历史 上 ， 它 首次 为 大 
肠 杆 菌 乳 糖 阻 过 物 与 其 DNA 结合 位 点 的 相互 作用 提供 了 动态 分 析 数 据 。 其 基 
本 原理 是 ， 蛋 白质 与 DNA 结合 后 将 大 大 增加 相对 分 子 质 量 ， 而 凝 胶 电泳 中 
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DNA 和 朝 正 电极 移动 的 距离 与 其 相对 分 子 质 量 的 对 数 成 正比 。 因 此 ,没有 结合 
蛋白 的 DNA 片段 跑 得 快 ， 而 与 蛋白 质 形 成 复合 物 的 DNA 由 于 受到 阻 河 而 跑 
得 慢 。 实验 中 , 当 特 定 的 DNA 片段 与 细胞 提取 物 混合 后 ,车 该 复合 物 在 凝 胶 
电泳 中 的 迁移 速率 变 小 ,就 说 明 该 DNA 可 能 与 提取 物 中 某 个 蛋白 质 分 子 发 
生 了 相互 作用 。 该 方法 简单 .快捷 ,是 分 离 纯 化 特定 DNA 结合 蛋白 质 的 经 典 
实验 方法 。 

在 EMSA 试验 中 ,用 放射 性 同位 素 标记 待 检测 的 DNA 片段 ( 即 探 针 DNA)， 
然后 与 细胞 提取 物 共 温 育 , 形 成 DNA- 和 蛋白 质 复合 物 ,将 该 复合 物 加 到 非 变 性 
聚 丙 业 酰胺 凝 胶 中 进行 电泳 。 通 常用 部 标记 DNA 分 子 , 而 不 标记 和 蛋白质 ,电泳 
结束 后 ,用 放射 自 显影 技术 显现 具 放射 性 标记 的 DNA 条 带 位 置 。 如 果 细 胞 蛋白 
提取 物 中 不 存 与 同 放射 性 标记 的 DNA 探 针 相 结合 的 蛋白 质 ， 那 么 所 有 放射 性 
标记 都 将 出 现在 凝 胶 的 底部 ;反之 ,将 会 形成 DNA- 蛋 白质 复合 物 ,由 于 受到 
凝 胶 阻 滞 的 缘故 ,放射 性 标记 的 DNA 条 带 就 会 出 现在 凝 胶 的 不 同 部 位 ( 冉 6 
a)o 
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(b) 
1 图 6-35 拟 南 并 转录 因子 at5g11590 与 不 同 DNA 元 翌 
有 不 同 的 结合 能 力 ” (a) atSg11590 与 不 同 DNA 元 件 的 EMSA 
试验 结果 ;(b) 灰 度 扫描 分 析 显示 at5g11590 对 不 同 DNA 元 
件 存在 着 很 大 的 亲和力 差异 。 


此 外 ,EMSA 还 被 用 于 研究 与 蛋白 质 相 结 合 的 DNA 序列 的 特异 性 。 在 
DNA- 重 白质 复合 物 中 加 入 超 量 的 非 标 记 竞 争 DNA 分 子 ， 如 果 它 与 标记 的 探 
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针 DNA 结合 同一 种 和 蛋白质 ,由 于 竞争 DNA( 非 标记 ) 远 远 多 于 探 针 DNA( 标 
记 ) ,按照 动力 学 原理 , 绝 大 部 分 蛋白 质 会 与 竞争 DNA 结合 ,使 绝 大 部 分 探 针 
DNA 处 于 自由 状态 , 凝 胶 电泳 的 放射 自 显影 图 上 不 会 出 现 阻 滞 条 带 。 相 反 ,如 
果 竞 争 DNA 不 能 与 探 针 DNA 所 结合 的 蛋白 质 发 生 相互 作用 ,那么 , 探 针 DNA 
将 仍旧 与 其 结合 蛋白 形成 复合 物 , 从 而 出 现 阻 灌 条 带 。 另 外 ,通过 设计 一 系列 
引入 一 个 或 数 个 突变 碱 基 的 放射 性 标记 探 针 ， 可 以 运用 EMSA 来 评估 这 些 突 
变 对 探 针 DNA 与 结合 蛋白 相互 作用 的 影响 ， 进 而 确定 该 探 针 DNA 分 子 中 与 
蛋 日 质 直接 发 生 相 互 作用 的 关键 性 碱 基 ( 图 6-35b)。 


6.6.2 ” 叭 落体 展示 技术 


噬菌体 是 细菌 病毒 的 总 称 ,英文 为 bacteriophage ,来 源 于 希腊 文 “phagos”， 
有 “吞噬 "之 意 。 作 为 细菌 寄生 物 的 哈 菌 体 , 它 可 以 在 脱离 宿主 细胞 的 状态 下 保 
持 自己 的 生命 。 但 是 ,一 旦 脱离 了 宿主 细胞 ,它们 就 既 不 能 生长 也 不 能 复制 , 因 
为 大 多 数 的 噬菌体 只 能 利用 宿主 核糖 体 、 合 成 蛋白 质 的 因子 、 各 种 氨基 酸 及 能 
量 代谢 体系 进行 生长 和 增殖 。 叭 菌 体 可 被 分 为 溶菌 周期 和 溶 源 周 期 两 种 不 同 
的 类 型 。 在 溶菌 周期 ， 噬 菌 体 将 其 感染 的 宿主 细胞 转变 成 为 噬菌体 的 “制造 
三 ”, 产 生出 大 量 的 子 代 鸣 菌 体 颗粒 。 实 验 室 常 将 只 具有 溶菌 生长 周期 的 噬 菌 
体 叫 做 烈性 噬菌体 ,而 溶 源 生长 周期 是 指 哈 菌 体 DNA 被 整合 到 宿主 细胞 染色 
体 DNA 上 ,成 为 它 的 一 个 组 成 部 分 ,感染 过 程 中 不 产生 子 代 只 菌 体 颗粒 ,将 具 
有 这 种 溶 源 周期 的 哄 菌 体 称 为 温和 叭 菌 体 。 

噬菌体 展示 技术 是 将 基因 表达 产物 与 亲 和 选 择 相 结合 的 技术 ， 其 基本 原 
理 是 将 编码 “诱饵 "蛋白 的 DNA 片段 插 人 噬菌体 基因 组 ,并 使 之 与 噬菌体 外 壳 
蛋白 编码 基因 相 栅 合 。 该 重组 噬菌体 侵 染 宿主 细菌 后 ,复制 形成 大 量 带 有 杂 合 
外 壳 蛋 白 的 叭 菌 体 颗粒 ,直接 用 于 捕获 靶 蛋 白 库 中 与 “诱饵 "相互 作用 的 蛋白 
质 ( 图 6-36)。 叭 菌 体 次 要 结构 蛋白 p 亚 和 主要 结构 蛋白 (外 壳 蛋 白 )p 仁 均 可 
作为 载体 来 展示 外 源 多肽 。P 亚 基 因 融 合 时 表达 强度 低 ( 每 个 叭 菌 体 上 有 
不 超过 5 拷贝 ) ,与 了 人 园 基 因 了 融合 时 ,表达 强度 高 (每 个 噬菌体 外 壳 上 可 能 有 
2 700~3 000 拷贝 )。 在 p 丰 和 5p 人 硬 基 因 的 信号 肽 与 成 熟 蛋白 质 编码 区 之 间 
都 有 单一 的 克隆 位 点 便于 外 源 基 因 插 和 人， 表达 的 融合 蛋白 被 分 沁 到 细胞 间 质 
并 由 宿主 蛋白 酶 切除 信号 肽 ， 融 合 蛋白 被 作为 结构 外 壳 蛋 白 旦 现 到 病毒 粒子 
的 表面 。 

亲 和 筛 选 包括 直接 法 和 间接 法 。 直 接 法 是 将 靶 蛋 白质 分 子 偶 联 到 固 相 支持 
物 上 ,文库 噬菌体 与 固 相 支持 物 温 育 后 洗 去 未 结合 的 噬菌体 , 即 获得 与 所 筛选 
蛋白 有 亲 和 性 的 噬菌体 。 间接 法 是 将 生物 素 标记 的 蛋白 质 分 子 与 文库 噬菌体 温 
育 后 铺 在 含有 链 亲 和 素 ( 能 与 生物 素 相 结合 ) 的 平 阵 上 , 洗 去 未 结合 的 噬菌体 ， 
保留 在 平 血 上 的 就 是 结合 状态 的 噬菌体 。 洗 脱 结合 状态 噬菌体 后 感染 细菌 , 扩 
增 叭 菌 体 ,开始 新 一 轮 的 筛选 ,连续 几 次 亲 和 纯 化 反应 后 就 能 选择 性 富 集 并 扩 
增 结 合 靶 蛋白 的 噬菌体 。 
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者 趾 6 分 子 生物 学 研究 法 {下 )-- 一 基因 功能 研究 技术 


导入 噬菌体 内 并 与 
编码 噬菌体 外 这 和 蛋 
白 的 基因 相连 接 噬菌体 侵 染 
E.coli 


编码 感 兴趣 的 
蛋白 质 的 DNA J 


融合 基因 在 E.coli 
体内 表达 并 组 装 子 
代 噬 菌 体 


II 


融合 重 白 展示 在 
败 菌 体 的 表面 


» 


将 此 类 噬菌体 富 集 后 侵 染 
含有 可 能 与 之 相互 作用 和 蛋 
白 基 因 的 E.coli 


筛选 与 某 种 蛋白 
特异 性 相互 作用 
的 噬菌体 


有 图 6-36 叭 菌 体 展 示 技术 研究 蛋白 质 相互 作用 


6.6.3 “蛋白质 磷酸 化 分 析 技 术 


由 蛋白 激酶 和 蛋白 磷酸 酯 酶 所 催化 的 蛋白 质 可 逆 磷 酸化 过 程 ,是 生物 体内 
一 种 普遍 且 重 要 的 调节 方式 ， 控 制 着 众多 的 生理 生物 化 学 反应 和 生物 学 过 程 。 
细胞 的 生长 发 育 、 周 期 调控 、 基 因 表 达 、 和 蛋白 合成 以 及 神经 功能 、 肌 肉 收缩 等 都 
离 不 开 蛋 白质 特异 性 磷酸 化 。 许 多 复杂 的 细胞 信号 转 导 系统 还 涉及 由 多 个 蛋白 
激酶 所 催化 的 磷酸 化 级 联 反 应 。 通 常 蛋白 激酶 催化 ATP 或 GTP 的 y- 磷 酸 基 团 
转移 到 底 物 蛋 昌 的 丝氨酸 、 苏 氨 酸 或 酪 氨 酸 残 基 上 ,促使 底 物 蛋白 发 生 磷酸 化 ， 
而 蛋白 质 磷酸 酯 酶 则 能 催化 底 物 蛋白 发 生 去 磷酸 化 (图 6-37)。 此 外 , 底 物 蛋白 
的 组 氨 酸 、 赖 氨 酸 、 精 氨 酸 、 天 冬 氨 酸 、 谷 氨 酸 和 半 胱 氨 酸 残 基 上 也 能 发 生 可 逆 
磷酸 化 。 

实验 室 研究 蛋白 质 磷酸 化 主要 包括 底 物 蛋 白 磷酸 化 和 蛋白 激酶 活性 检测 ， 
一 般 采用 双向 电泳 及 质谱 分 析 等 检测 底 物 蛋白 磷酸 化 。 由 于 细胞 内 可 能 有 多 达 
上 于 个 蛋白 激酶 ,所 以 体内 检测 某 个 蛋白 激酶 活性 非常 困难 ,科学 家 常用 体外 
激酶 活性 分 析 法 来 检测 蛋白 激酶 活性 。 该 方法 能 十 分 可 靠 地 鉴定 某 个 蛋白 激酶 
对 底 物 的 磷酸 化 作用 , 筛 查 激酶 的 特异 性 底 物 。 和 蛋白 激酶 体外 磷酸 化 活性 分 析 
如 图 6-38 所 示 ， 主 要 分 为 获取 底 物 蛋 白 或 待 检测 蛋白 激酶 和 进行 蛋白 质 体 外 
磷酸 化 反应 两 步 。 目 的 蛋白 (包括 底 物 蛋 白 及 待 检测 蛋白 激酶 ) 可 以 直接 从 组 织 
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有 图 6-37 蛋白 激酶 和 蛋白 磷酸 酯 醇 催 化 底 物 蛋白 发 生 可 逆 磷 酸化 蛋白 质 1 的 Ser 残 基 上 发 生 可 地磅 酸化 ; 
蛋白 质 2 的 Tyr 残 基 上 发 生 可 逆 磷 酸化 ;蛋白 质 3 的 Thr 残 基 上 发 生 可 逆 磅 酸化 。 
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十 二 6 分 子 生物 学 研究 法 (下) 一 一 基因 功能 研究 技术 


CD 
eo 区 
分 离 纯化 蛋白 质 
1 四 ( 竺 检测 的 蛋白 质 ) 


会 底 物 蛋白 (如 MBP) 
的 SDS-PAGE 


同 闭 廊 网 末 子 齐 


胶 内 蛋白 复 性 EE qm—monm 一 68 
干 胶 、 放 射 自 显影 
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有 图 6-38 有 蛋白 激酶 体外 磷酸 化 活性 分 析 访 道 1.4 和 5 中 的 
蛋白 质 具有 使 蛋白 质 磷酸 化 的 激酶 活性 ， 泳 道 2.3 和 6 中 的 蛋白 
质 不 能 使 MBP(myelin basic protein) 磷 酸化 。 


中 提取 ,也 可 由 原核 或 真 核 表达 载体 诱导 表达 得 到 。 


A | 思考 题 


. 列举 两 种 研究 基因 表达 模式 的 方法 并 简 述 其 原理 。 

. 原 位 杂交 技术 中 哪些 步骤 可 以 降低 探 针 与 RNA 的 非特 异性 结合 ? 

. 简 述 基因 芯片 技术 对 分 子 生物 学 研究 的 意义 。 

. 比较 酵母 双 杂 交 技 术 和 免疫 共 沉 淀 技术 在 研究 蛋白 质 相 互 作用 方面 的 优 
缺点 。 

. 简 述 RNAi 技术 在 分 子 生物 学 领域 的 应 用 前 景 和 存在 的 问题 。 

6. 假设 某 哺乳 动物 基因 可 能 编码 了 脂肪 酸 脱 氮 酶 ， 请 在 酵母 细胞 中 设计 试验 
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研究 该 基因 的 功能 。 


. 列举 三 种 研究 DNA 和 蛋白 质 相互 作用 的 方法 ,并 比较 其 优 缺 点 。 


8. 一 个 二 倍 体 酵母 细胞 存在 两 对 不 相关 的 等 位 基因 4a 和 Bb {大 写字 母 代 表 
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野生 型 酵母 基因 ,小写 字母 代表 突变 基因 ), 请 列 出 该 二 倍 体 细胞 可 能 产生 
哪些 不 同 基因 型 的 四 分 体 细胞 ? 


. 列举 研究 蛋白 质 磷酸 化 的 主要 实验 方法 并 比较 其 优 缺点 。 
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原核 基因 表达 调 


控 总 论 
乳糖 操纵 子 与 负 
控 诱导 系统 

色 氨 酸 操 纵 子 与 
负 控 阻 遇 系 统 
其 他 操纵 子 
固氮 基因 调控 
转录 水 平 上 的 其 
他 调控 方式 
转录 后 调控 


基因 的 表达 与 调控 (上 ) 
一 一 原核 基因 表达 调控 模式 


原核 生物 及 单 细 胞 真 核 生 物 直 接 暴露 在 变幻 葛 测 的 环境 中 ， 
食物 供应 无 保障 ,只 有 能 根据 环境 条 件 的 改变 合成 各 种 不 同 的 蛋 
白质 ,使 代谢 过 程 适应 环境 的 变化 ,才能 维持 自身 的 生存 和 繁衍 。 
高 等 真 核 生物 代谢 途径 和 食物 来 源 都 比较 稳定 ,但 由 于 它们 是 多 
细胞 有 机 体 , 在 个 体 发 育 过 程 中 出 现 细胞 分 化 ,形成 各 种 组 织 和 
器 官 ， 而 不 同类 型 的 细胞 所 合成 的 蛋白 质 在 质 和 量 上 都 是 不 同 
的 。 因 此 ,不 论 是 真 核 还 是 原核 细胞 都 有 一 套 准 确 地 调节 基因 表 
达 和 蛋白质 合成 的 机 制 。 

自然 选择 倾向 于 保留 高 效率 的 生命 过 程 。 在 单 细胞 生物 中 ， 
使 细胞 代谢 总 效率 增加 的 突变 细胞 生长 略 快 于 野生 型 ,只 要 有 足 
够 的 时 间 ,突变 细胞 系 将 在 整个 细胞 群体 占 主导 地 位 。 例 如 ,在 一 
个 每 30 min 增殖 一 倍 的 10? 细菌 群体 中 ， 若 有 一 个 细菌 变 成 了 
29.5 min 增殖 一 倍 ,大 约 经 过 80 d 的 连续 生长 后 ,这 个 群体 中 的 
99.9% 都 将 具有 29.5 min 增殖 一 倍 的 生长 速度 〈 假 设 培养 液 被 不 
断 地 补充 ,否则 细菌 将 在 一 两 天 内 停止 生长 )。 

原核 生物 细胞 的 基因 和 和 蛋白质 种 类 较 少 ,如 大 肠 杆菌 基因 组 
约 为 4.60x105 bp 共有 4 288 个 可 译 框 架 。 据 估计 ,一 个 原核 细胞 
中 总 共 含 有 107 个 蛋白 质 分 子 , 如 果 每 个 基因 等 同 翻译 的 话 ,任何 
一 个 多 肽 应 有 2 500 拷贝 。 但 是 ,这 些 蛋 白质 并 不 是 以 相同 拷贝 
数 存在 于 每 个 细胞 中 的 ,有 些 蛋 白质 的 数目 相当 固定 , 另 一 些 则 
变化 很 大 。 例 如 ,每 个 大 肠 杆菌 细胞 可 以 有 约 15 000 个 核糖 体 ， 
与 其 结合 的 约 50 种 核糖 体 蛋 白 数量 也 是 十 分 稳定 的 。 糖 酵 解 体 
系 的 酶 含量 很 大 ,其 数目 也 极 恒定 。 此 外 ,如 DNA 聚合 酶 .RNA 
聚合 酶 等 都 是 代谢 过 程 中 十 分 必需 的 酶 或 蛋白 质 , 其 合成 速率 不 


7.1 原核 基因 表达 调控 总 论 > 


受 环境 变化 或 代谢 状态 的 影响 ,这 一 类 蛋白质 被 称 为 永久 型 (constitutive ) 合 
成 蛋白 质 。 另 一 种 类 型 则 被 称 为 适应 型 或 调节 型 (adaptive or regulated ) , 因为 
这 类 蛋白质 的 合成 速率 明显 地 受 环境 的 影响 。 例 如 ,一 般 情 况 下 ,一 个 大 肠 杆 
菌 细胞 中 只 有 15 个 分 子 的 B- 半 乳糖 苷 酶 ,但 若 将 细胞 培养 在 只 含 乳 糖 的 培 
养 基 中 ,每 细胞 中 这 种 酶 的 量 可 高 达 几 万 个 分 子 。 其 他 参与 糖 代谢 的 酶 , 氮 
基 酸 、 核 苷 酸 合成 系统 的 酶 类 ,其 合成 速度 和 总 量 都 随 着 培养 条 件 的 变化 而 
改变 。 

细菌 中 所 利用 的 大 多 数 基本 调控 机 制 一 般 执行 如 下 规律 :一 个 体系 在 需要 
时 被 打开 ,不 需要 时 被 关闭 。 这 种 “ 开 - 关 "(on-off) 活 性 是 通过 调节 转录 来 建立 
的 ,也 就 是 说 mRNA 的 合成 是 可 以 被 调节 的 。 实 际 上 , 当 我 们 说 一 个 系统 处 于 
“off" 状 态 时 ,也 可 能 有 本 底 水 平 的 基因 表达 ,常常 是 每 世代 每 个 细胞 只 合成 1 
或 2 个 mRNA 分 子 和 极 少 量 的 蛋白 质 分 子 。 为 了 方便 ,我 们 常常 使 用 “off" 这 一 
术语 ,但 必须 明白 所 谓 “ 关 "实际 的 意思 是 基因 表达 量 特别 低 ,很 难 甚 至 无 法 检 
测 到 。 
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我 们 知道 ,所 有 生物 的 遗传 信息 ,都 是 以 基因 的 形式 储藏 在 细胞 内 的 DNA 
(或 RNA) 分 子 中 。 随 着 个 体 的 发 育 ,DNA 分 子 能 有 序 地 将 其 所 承载 的 遗传 信 
息 , 通 过 密码 子 - 反 密码 子 系统 ,转变 成 蛋白 质 或 功能 RNA 分 子 ,执行 各 种 生理 
生物 化 学 功能 ,完成 生命 的 全 过 程 ,科学 家 把 这 个 从 DNA 到 蛋白 质 或 功能 RNA 
的 过 程 称 为 基因 表达 (gene expression ,图 7-1), 对 这 个 过 程 的 调节 就 称 为 基因 
表达 调控 (gene regulation 或 gene control)。 基 因 调 控 是 现 阶段 分 子 生物 学 研究 
的 中 心 课题 。 要 了 解 动 .植物 生长 发 育 的 规律 .形态 结构 特征 和 生物 学 功能 ,就 
必须 弄 清楚 基因 表达 调控 的 时 间 和 空间 概念 。 


EA 


ATGCGCCATGCCAGTTACGTACATGCA 
TACGCGGTACGGTCAATGCATCTACCT 


UACGCGGUACGGUCAAUGCAUCUACCU 


1 图 7-1 基因 表达 的 第 一 步 是 由 RNA 聚合 酶 拷贝 DNA 双 链 中 的 模板 链 ， 生 成 与 该 序 
列 完全 互补 (除了 T 被 置换 成 U 之 外 ) 的 RNA 链 


基因 的 表达 与 调控 ( | 原核 基因 表达 调控 模式 


基因 表达 调控 主要 表现 在 以 下 两 个 方面 : 

1. 转录 水 平 上 的 调控 (transcriptional regulation ) 。 

2. 转录 后 水 平 上 的 调控 (post-transcriptional regulation ) ,包括 ; 

(D mRNA 加 工 成 熟 水 平 上 的 调控 (differential processing of RNA transcript) 。 

@@ 翻译 水 平 上 的 调控 (differential translation of mRNA ) 。 

基因 调控 的 指挥 系统 也 是 多 样 的 ,不 同 的 生物 使 用 不 同 的 信号 来 指挥 基因 
调控 。 原 核 生 物 中 ,营养 状况 (nutritional status) 和 环境 因素 (environmental fac- 
tor) 对 基因 表达 起 着 举足轻重 的 影响 。 在 真 核 生物 尤其 是 高 等 真 核 生 物 中 ,激素 
水 平 (hormone level) 和 发 育 阶段 (developmental stage) 是 基因 表达 调控 的 最 主要 
手段 ,营养 和 环境 因素 的 影响 力 大 为 下 降 。 

在 转录 水 平 上 对 基因 表达 的 调控 决定 于 DNA 的 结构 .RNA 聚合 酶 的 功能 蛋 
白 因 子 及 其 他 小 分 子 配 基 的 相互 作用 ,在 研究 转录 及 转录 调控 以 前 ,我们 先 来 分 析 
一 下 原核 与 真 核 生物 转录 与 翻译 的 特点 。 因 为 细菌 mRNA 在 形成 过 程 中 与 核糖 体 
混合 在 一 起 ,所 以 ,细菌 的 转录 与 翻译 过 程 几乎 发 生 在 同一 时 间 间 隔 内 ,转录 与 翻 
译 相 偶 联 (coupled transcription and translation)。 真 核 生 物 中 ， 转录 产物 (primary 
transcript) 只 有 从 核 内 运转 到 核 外 ,才能 被 核糖 体 翻 译 成 蛋白 质 (图 7_2)。 


原核 细胞 真 核 细 胞 
有 图 7-2 真 核 与 原核 生物 转录 及 翻译 调控 的 总 体 特征 比较 


7.1.1 原核 基因 调控 分 类 


原核 生物 的 基因 调控 主要 发 生 在 转录 水 平 上 ,根据 调控 机 制 的 不 同 可 分 为 
负 转 录 调 控 (negative transcription regulation) 和 正 转录 调控 (positive transcription 
regulation)。 在 负 转 录 调 控 系 统 中 ,调节 基因 的 产物 是 阻 史 蛋白 (repressor) ,起 着 
阻止 结构 基因 转录 的 作用 。 根据 其 作用 特征 又 可 分 为 负 控 诱导 和 人 负 控 阻 过 二 大 
类 ( 表 7-1)。 在 负 控 诱导 系统 中 , 阻 过 蛋白 不 与 效应 物 (诱导 物 ) 结 合 时 ,结构 基 
因 不 转录 ;在 负 控 阻 过 系统 中 , 阻 过 蛋白 与 效应 物 结合 时 ,结构 基因 不 转录 。 阻 
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负 转 录 调 控 的 类 型 及 其 特点 
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非 活性 阻 遇 和 蛋白 是 活性 阻 过 和 蛋白 


共 阻 过 和 蛋白 


有 图 7-3 细菌 中 的 转录 调控 体系 


(a) 负 控 诱导 系统 ;(b) 正 控 诱导 系统 ;(c) 负 控 阻 遇 系 统 ;(d) 正 控 阻 过 系统 。 
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咯 司 7 基因 的 表达 与 调控 (上 ) 一 一 原核 基因 表达 调控 模式 


遏 蛋 白 作 用 的 部 位 是 操纵 区 。 在 正 转 录 调 控 系 统 中 ,调节 基因 的 产物 是 激活 和 蛋 
白 (activator)。 也 可 根据 激活 蛋白 的 作用 性 质 分 为 正 控 诱导 系统 和 正 控 阻 遏 系 
统 , 在 正 控 诱导 系统 中 ,效应 物 分 子 (诱导 物 ) 的 存在 使 激活 蛋白 处 于 活性 状态 ; 
在 正 控 阻 过 系统 中 ,效应 物 分 子 的 存在 使 激活 蛋白 处 于 非 活 性 状态 (图 7-3)。 

参与 大 肠 杆 菌 中 基因 表达 调控 最 常见 的 蛋白 质 可 能 是 ex 因子 ,基因 组 序列 
分 析 后 发 现 至 少 存在 六 种 og 因子 ,并 根据 其 相对 分 子 质 量 的 大 小 或 编码 基因 进 
行 命名 ( 表 7-2) ,其 中 om 参与 最 基本 的 生理 功能 如 碳 代谢 .生物 合成 等 基因 的 
转录 调控 。 

表 7-2 大 肠 杆菌 中 的 各 种 er 因子 比较 


站 RpoD 参与 对 数 生长 期 和 大 多 数 碳 代谢 过 程 基因 的 调控 


Uo 

RpoN 参与 多 数 氮 源 利用 基因 的 调控 
or RpoH 分 裂 间 期 特异 基因 的 表达 调控 
Or” RpoS 热 休 克基 因 的 表达 调控 

a RpoF 鞭毛 趋 化 相关 基因 的 表达 调控 
o™ RpokE 过 度 热 休克 基因 的 表达 调控 


除 参 与 氮 代 谢 的 o* 以 外 ,其 他 5 种 ex 因子 在 结构 上 具有 同 源 性 ,所 以 统称 
co" 家族 。 研 究 发 现 ,所 有 er 因子 都 含有 4 个 保守 区 (图 7-4), 其 中 第 2 个 和 第 4 
个 保守 区 参与 结合 启动 区 DNA ,第 


2 个 保守 区 的 另 一 部 分 还 参与 双 链 200 400 600 
DNA 解 开 成 单 链 的 过 程 ,与 上 述 o NN 站 C 端 


和 -10 区 不 同 ,os 因子 识别 并 与 
DNA 上 的 -24 和 -12 区 相 结 合 ( 图 


7-5)。 在 与 启动 子 结合 的 顺序 上 ， re 
om 类 启动 子 在 核心 酶 结合 到 DNA。。 8 名 证 只 DN 
链 上 之 后 才能 与 启动 子 区 相 结合 ， FN 
而 o* 则 类 似 于 真 核 生 物 的 TATA 1 -10 -35 
区 结合 蛋白 (TBP) ,可 以 在 无 核心 有 图 7-4 大 肠 杆菌 中 的 o 因子 (以 om 为 例 ) 
酶 时 独立 结合 到 启动 子 上 。 主要 包括 4 个 结构 域 

—35[ 区 -10 区 RNA 起 始 位 点 


mRNA V/V/ 
RNA 起 始 位 点 
mRNA VV 
有 图 7-5 cn( 上 ) 和 os%( 下 ) 因 子 识别 并 结合 在 所 调控 基因 上 游 的 不 同 区 域 


一 24 区 一 2 区 


上 游 调控 元 件 


7.1 原核 基因 表达 调控 总 论 > 


7.1.2 原核 基因 调控 的 主要 特点 


原核 生物 通过 特殊 代谢 物 调节 基因 活性 主要 分 为 可 诱导 调节 和 可 阻 过 
调节 : 

1. 可 诱导 调节 

是 指 一 些 基因 在 特殊 的 代谢 物 或 化 合 物 的 作用 下 ,由 原来 关闭 的 状态 转变 
为 工作 状态 , 即 在 某 些 物质 的 诱导 下 使 基因 活化 。 这 类 基因 中 最 突出 的 例子 是 
大 肠 杆 菌 的 乳糖 操纵 子 。 大 肠 杆 菌 在 含有 葡萄 糖 的 培养 基 中 生长 良好 ,在 只 含 
乳糖 的 培养 基 中 开始 时 生长 不 好 ,直到 合成 了 能 够 利用 乳糖 的 一 系列 酶 ,具备 
了 利用 乳糖 作为 碳 源 的 能 力 才 开始 生长 。 细菌 获得 这 一 能 力 的 原因 就 是 因为 在 
诱导 物 乳 糖 的 诱导 下 启动 了 乳糖 操纵 子 ， 表 达 它 所 编码 的 3 个 酶 :8- 半 乳糖 苷 
酶 (使 乳糖 水 解 为 半 乳 糖 和 葡萄 糖 ) ,8B- 半 乳糖 苷 透 过 酶 (使 乳糖 进入 细菌 细胞 
内 ) ,8B- 半 乳糖 苷 乙酰 基 转 移 酶 (使 B- 半 乳糖 第 六 位 碳 原子 乙酰 化 )。 这 个 操纵 
子 启动 的 效果 是 十 分 明显 的 。 以 B- 半 乳糖 苷 酶 为 例 ， 在 葡萄 糖 培养 基 中 生长 
时 ,每 个 细胞 只 有 几 个 酶 分 子 ,但 车 转移 到 乳糖 培养 基 中 , 几 分 钟 后 ,每 个 细菌 
细胞 内 可 产生 3 000 个 酶 分 子 。 因 此 ,这 类 基因 被 称 为 可 诱导 基因 ,这 类 醇 被 称 
为 诱导 酶 ,这 个 生物 化 学 过 程 被 称 为 酶 的 诱导 合成 。 

2. 可 阻 遏 调节 

这 类 基因 平时 都 是 开启 的 ,处 在 产生 蛋白 质 或 酶 的 工作 过 程 中 ,由 于 一 些 
特殊 代谢 物 或 化 合 物 的 积累 而 将 其 关闭 , 阻 过 了 基因 的 表达 。 上 比如 大 肠 杆 菌 生 
活 中 必须 有 色 氨 酸 ,一 般 情况 下 ,该 操纵 子 是 开启 的 。 如 果 在 细菌 培养 基 中 加 入 
色 氨 酸 ， 使 之 能 利用 培养 基 中 的 色 氨 酸 来 维持 生活 而 不 需要 再 费力 去 合成 , 细 
菌 往往 能 在 2~3 min 内 完全 关闭 该 操纵 子 。 这 就 是 说 , 某 一 代谢 途径 最 终 产物 
合成 酶 的 基因 可 以 被 这 个 产物 本 身 所 关闭 。 这 种 基因 被 称 为 可 阻 过 基因 ,这 些 
酶 被 称 为 可 阻 过 酶 ,这 个 现象 被 称 为 可 阻 歇 现 象 , 这 些 起 阻 史 作用 的 小 分 子 被 
称 为 阻 过 物 。 在 这 里 , 色 氨 酸 或 与 其 代谢 有 关 的 某 种 物质 在 阻 遇 过 程 (而 不 是 诱 
导 过 程 ) 中 起 作用 。 

作为 一 般 规律 ,可 诱导 的 操纵 子 总 是 一 些 编码 糖 和 氨基 酸 分 解 代谢 蛋白 的 
基因 ,这 些 糖 和 氨基 酸 平时 含量 很 少 ,细菌 总 是 利用 更 普遍 的 能 源 物质 一 区 
萄 糖 的 水 解 来 提供 能 源 ,因此 ,这 些 操 纵 子 常常 是 关闭 的 一旦 生存 条 件 发 生变 
化 ,如 葡萄 糖 缺 乏 而 必须 利用 乳糖 作为 能 源 时 ,就 要 打开 这 些 基 因 。 可 阻 遇 基因 
的 情况 恰好 相反 ， 它 们 是 一 些 合成 各 种 细胞 代谢 过 程 中 所 必需 的 小 分 子 物质 
(如 氨基 酸 、 哇 叭 和 喀 喧 等) 的 基因 ,由 于 这 类 物质 在 生命 过 程 中 的 重要 地 位 ,这 
些 基 因 总 是 打开 着 的 。 只 有 当 细 菌 生活 环境 中 有 充分 供应 时 , 才 关 闭 这 些 基因 ， 
停止 其 合成 。 


7.1.3 ”弱化 子 对 基因 活性 的 影响 


属于 这 种 调节 方式 的 有 大 肠 杆 菌 中 的 色 氨 酸 操纵 子 、 茶 再 氨 酸 操纵 子 . 苏 
氨 酸 操纵 子 . 异 亮 氨 酸 操纵 子 和 统 氨 酸 操纵 子 以 及 沙门 菌 的 组 氨 酸 操纵 子 和 亮 
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氨 酸 操纵 子 、 喀 啶 合成 操纵 子 等 。 

在 这 种 调节 方式 中 ， 起 信号 作用 的 是 有 特殊 负载 的 氨基 酰 -tRNA 的 浓度 ， 
在 色 氨 酸 操纵 子 中 就 是 色 氨 酰 -tRNA 的 浓度 。 当 操纵 子 被 阻 史 ,RNA 合成 被 终 
止 时 ,起 终止 转录 信号 作用 的 那 一 段 核 苷 酸 被 称 为 弱化 子 。 这 种 因为 核糖 体 在 
基因 转录 产物 上 的 不 同位 置 ,决定 了 RNA 可 以 形成 哪 一 种 形式 的 二 级 结构 ,并 
由 此 决定 基因 能 否 继续 转录 的 调节 方式 确实 是 非常 巧妙 的 。 起 调节 作用 的 信号 
分 子 是 细胞 中 某 一 种 氨基 酸 或 喀 啶 的 浓度 ,因此 是 转录 调节 中 的 微调 整 ,好 比 
无 线 电 调谐 器 中 的 微调 一 样 ,只 要 稍 加 变动 就 可 影响 整个 体系 的 功能 。 我 们 将 
在 后 面 分 析 色 和 氨 酸 基因 操纵 子 结构 时 加 以 详 述 。 


7.1.4 降解 物 对 基因 活性 的 调节 


操纵 子 学 说 的 核心 是 使 基因 从 表达 抑制 状态 中 解脱 出 来 进行 转录 ,是 从 负 
调节 的 角度 来 考虑 基因 表达 调控 的 。 那 么 ,有 没有 从 相反 的 角度 进行 正 调节 以 
提高 基因 的 转录 水 平 ,使 它 由 原来 的 低 水 平 表达 变 成 高 水 平 表达 的 呢 ? 这 就 是 
降解 物 抑 制作 用 的 调节 。 

葡萄 糖 存在 的 情况 下 ,即使 在 细菌 培养 基 中 加 入 乳糖 . 半 乳 糖 阿拉 伯 糖 或 
麦芽 糖 等 诱导 物 ,与 其 相对 应 的 操纵 子 也 不 会 启动 ,不 会 产生 出 代谢 这 些 糖 的 
酶 来 ,这 种 现象 称 为 葡萄 糖 效应 或 降解 物 抑制 作用 。 为 什么 会 产生 这 种 效应 呢 ? 
因为 添加 葡萄 糖 后 ,细菌 所 需要 的 能 量 便 可 从 葡萄 糖 得 到 满足 ,葡萄 糖 是 最 方 
便 的 能 源 , 细 菌 无 需 开 启 一 些 不 常用 的 基因 去 利用 这 些 稀有 的 糖 类 。 葡 萄 糖 的 
存在 会 抑制 细菌 的 腺 苷 酸 环 化 酶 活性 ,减少 环 腺 苷 酸 (cAMP) 的 合成 ,与 它 相 结 
合 的 蛋白 质 一 一 环 穆 苷 酸 受 体 蛋 白 (CRP) 又 称 分 解 代谢 物 激 活 蛋白 (CAP) , 因 
找 不 到 配 体 而 不 能 形成 复合 物 。 降解 物 抑制 作用 是 通过 提高 转录 强度 来 调节 基 
因 表达 的 ,是 一 种 积极 的 调节 方式 。 


7.1.5 细菌 的 应 急 反 应 


以 上 均 是 细菌 处 于 正常 生活 条 件 下 的 基因 表达 调节 方式 。 所 谓 “ 正 常 ", 也 
包括 生活 环境 中 缺少 某 一 种 或 两 种 能 源 ,但 能 找到 其 他 代用 物 的 情况 。 可 是 , 细 
菌 有 时 会 磁 到 紧急 状况 ,比如 氨基 酸 饥饿 时 ,就 不 是 缺少 一 二 种 氨基 酸 ,而 是 氨 
基 酸 的 全 面 匮乏 。 为 了 紧缩 开支 , 渡 过 难关 ,细菌 将 会 产生 一 个 应 急 反应 ,包括 
生产 各 种 RNA、 糖 、 脂 肪 和 和 蛋白质 在 内 的 几乎 全 部 生物 化 学 反应 过 程 均 被 停止 。 
实施 这 一 应 急 反 应 的 信号 是 岛 苷 四 磷酸 (ppGpp) 和 鸟 苷 五 磷酸 (pppGpp)。 产 生 
这 两 种 物质 的 诱导 物 是 空 载 RNA。 

当 氨 基 酸 饥饿 时 ， 细 胞 中 便 存在 大 量 的 不 带 氨 基 酸 的 tRNA， 这 种 空 载 的 
tRNA 会 激活 焦 磷酸 转移 酶 ， 使 ppGpp 大 量 合 成 ， 其 浓度 可 增加 10 倍 以 上 。 
PPGPP 的 出 现 会 关闭 许多 基因 ,当然 也 会 打开 一 些 合成 氨基 酸 的 基因 ,以 应 付 
这 种 紧急 状况 。 关 于 ppGpp 的 作用 原理 还 不 大 清楚 ,一般 认为 RNA 聚合 酶 有 不 
同 的 构 型 ,这 些 构象 可 以 识别 不 同 的 启动 子 区 ,ppGpp 与 RNA 聚合 酶 的 结合 会 
使 它 的 某 些 构象 稳定 下 来 ,从 而 改变 了 基因 转录 的 效率 。 也 有 人 认为 基因 转录 


7.2 乳糖 操纵 子 与 负 控 诱导 系统 > 


起 始 位 点 附近 有 一 些 保守 序列 ， 它 们 可 能 是 ppGpp 或 有 关 调 节 和 蛋白 的 结合 人 
点 。 当 这 些 序列 与 ppGpp 结合 后 ,就 不 能 再 与 RNA 聚合 酶 结合 ,使 基因 被 关闭 。 
ppGpp 与 pppGpp 的 作用 范围 十 分 广泛 ,它们 不 是 只 影响 一 个 或 几 个 操纵 子 ,而 
是 影响 一 大 批 操纵 子 ,所 以 它们 是 超级 调控 因子 。 


7.2 乳糖 操纵 子 与 负 控 诱导 系统 


操纵 子 学 说 是 关于 原核 生物 基因 结构 及 其 表达 调控 的 学 说 ,由 法 国 巴 斯 德 
研究 所 著名 科学 家 Jacob 和 Monod 在 1961 年 首先 提出 ,并 在 10 年 内 经 许多 科 
学 家 的 补充 和 修正 得 以 逐步 完善 。 我 们 将 在 本 节 介绍 建立 这 一 模型 的 研究 过 程 
及 实验 依据 ,从 而 帮助 读者 了 解 原核 生物 基因 表达 调控 的 主要 模式 和 机 制 。 

大 肠 杆 菌 乳 糖 操纵 子 (lactose operon) 包 括 3 个 结构 基因 :Z 了 和 4 ,以 及 启 
动 子 .控制 子 和 阻 巡 子 等 ,如同 7-6 所 示 。 转 录 时 ,RNA 聚合 酶 首先 与 启动 区 
(promoter,P) 结 合 , 通 过 操纵 区 (operator,0) 向 右 转录 ,转录 从 0 区 中 间 开 始 , 按 
Z 一 了 一 '4 方向 进行 ,每 次 转录 出 来 的 一 条 mRNA 上 都 带 有 这 3 个 基因 。 转录 的 
调控 是 在 启动 区 和 操纵 区 进行 的 。 
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有 图 7-6 lac 操纵 子 主要 组 分 分 析 


6.0X104 


3 个 结构 基因 各 决定 一 种 酶 :Z 编码 B- 半 乳糖 苷 酶 ;7 编码 B- 半 乳糖 苷 透 
过 酶 ;4 编码 B- 半 乳糖 苷 乙酰 基 转 移 酶 。 

B- 半 乳糖 苷 酶 是 一 种 B- 半 乳糖 苷 键 的 专 一 性 酶 ， 除 能 将 乳糖 水 解 成 葡萄 
糖 和 半 屯 糖 外 ,还 能 水 解 其 他 B- 半 乳糖 苷 (如 苯 基 半 乳 糖苷 )。B- 半 乳糖 苷 透 过 
酶 的 作用 是 使 外 界 的 B- 半 乳糖 苷 (如 乳糖 ) 透 过 大 肠 杆菌 细胞 壁 和 原生 质 膜 进 
和 人 细胞 内 ,所 以 ,如 果 用 乳糖 为 大 肠 杆菌 生长 的 唯一 碳 源 和 能 源 ,这 两 种 酶 是 必 
需 的 。B- 半 乳糖 苷 乙酰 基 转 移 酶 的 作用 是 把 乙酰 辅酶 A 上 的 乙酰 基 转 移 到 B- 
半 乳 糖苷 上 ,形成 乙酰 半 和 乳糖 , 它 在 乳糖 的 利用 中 并 非 必需 。 
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7.2.1 酶 的 诱导 一 一 lac 体系 受 调 控 的 证 据 


在 不 含 乳糖 及 B- 半 乳糖 背 的 培养 基 中 ,lac* 基 因 型 大 肠 杆 菌 细 胞 内 B- 半 和 乳 
糖苷 酶 和 BB- 半 和 乳糖 车 透 过 酶 的 浓度 很 低 ,每 个 细胞 内 大 约 只 有 1~2 个 酶 分 子 。 
但 是 ,如 果 在 培养 基 中 加 入 乳糖 , 酶 的 浓度 很 快 达到 细胞 总 蛋白 量 的 6% 或 7%， 
每 个 细胞 中 可 有 超过 10; 个 酶 分 子 。 

当 有 乳糖 供应 时 ,在 无 葡萄 糖 培养 基 中 生长 的 lac* 细 菌 中 将 同时 合成 B- 半 
乳糖 苷 酶 和 有 B- 半 乳糖 苷 透 过 酶 ,如 图 7-7 所 示 。 进 一 步 用 2 标记 的 mRNA 与 
模板 DNA 进行 定量 分 子 杂 交 ,表明 培养 基 中 加 入 乳糖 1~2 min 后 ,编码 B- 半 屯 
糖苷 酶 和 透 过 酶 的 lac mRNA 量 就 迅速 增加 。 去 掉 乳 糖 后 ,lac mRNA 量 立即 下 
降 到 几乎 无 法 检测 到 ,表明 乳糖 确实 能 激发 lac mRNA 的 合成 。 


B- 半 乳糖 车 酶 


lac mRNA 或 5- 半 乳 糙 苷 酶 
和 透 过 酶 量 的 变化 相对 单位 


5 人 10 时 间 /min 
加 入 乳糖 去 掉 乳 糖 
有 图 7-7 /ec 体系 的 “ 开 - 关 ”特性 


加 入 乳糖 1 min 后 体系 内 就 出 现 lac mRNA ， 稍 后 即 产生 B- 半 乳糖 苷 酶 和 
B- 半 乳糖 苷 透 过 酶 。 当 移 去 乳糖 之 后 ,lac mRNA 总 量 立 即 下 降 ,两 种 酶 的 活性 
却 由 于 蛋白 质 半衰期 较 长 而 在 相当 长 时 期 内 维持 恒定 。 

事实 上 ,研究 诱导 作用 时 很 少 使 用 乳糖 ,因为 培养 基 中 的 乳糖 会 被 诱导 合 
成 的 B- 半 乳糖 苷 酶 所 催化 降解 ,从 而 使 其 浓度 不 断 发 生变 化 。 实 验 室 里 常常 使 
用 两 种 含 硫 的 乳糖 类 似 物 一 一 异 丙 基 葡 基 半 乳 糖苷 (IPTG) 和 和 琉 甲 基 半 乳糖 萌 
(TMG)。 男 外 ,在 酶 活性 分 析 中 ,常用 显 色 底 物 O- 硝 基 半 乳糖 苷 (ONPG )。 研 究 
发 现 , 它 们 都 是 高 效 诱导 物 (图 7-8) ,因为 它们 都 不 是 半 乳 糖苷 酶 的 底 物 ,所 以 


HOCH， CH HOCH, CH,OH 
O i O O 
HO/H S-9-H HO/H Ss-CH§ HO/ O 
CH 
HANOH 人 H\OH H HNOH H NO， 
H OH H OH H OH 
异 内 基 琉 基 半 乳糖 苷 (IPTG) 统 甲 基 半 她 糖苷 (TMG) O- 硝 基 半 她 糖 背 (ONPG) 


1 图 7-8 三 种 乳糖 类 似 物 结构 式 
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又 称 为 安慰 性 诱导 物 (gratuitous inducer)。 

为 了 证 实 诱 导 物 的 作用 是 诱导 新 酶 合成 ,而 不 是 将 已 存在 于 细胞 中 的 酶 前 
体 转化 成 有 活性 的 酶 ,科学 家 设计 了 同位 素 示 踪 实验 。 他 们 把 大 肠 杆菌 细胞 放 
在 有 放射 性 绝 标记 的 氨基 酸 但 没有 任何 半 乳 糖苷 诱导 物 的 培养 基 中 繁殖 几 
代 , 然 后 再 将 这 些 带 有 放射 活性 的 细菌 转移 到 不 含 无 放射 性 的 培养 基 中 , 随 
着 培养 基 中 诱导 物 的 加 入 ,B- 半 乳糖 苷 酶 便 开 始 合成 。 分 离 纯化 B- 半 乳糖 苷 
酶 ,发 现 这 种 酶 无 * 标记 ,说 明 酶 的 合成 不 是 由 前 体 转化 而 来 的 ,而 是 加 入 诱 
导 物 后 新 合成 的 。 


7.2.2 ”操纵 子 模型 及 其 影响 因子 


1961 年 Jacob 和 Monod 发 表 lac 操纵 子 负 控 诱导 模式 时 ,生物 界 反应 之 强 
烈 ,可 与 Watson 和 Crick 在 1953 年 发 表 DNA 双 螺 旋 模 型 相 媲 美 。 他 们 还 根据 
基因 调控 模式 预言 了 mRNA 的 存在 ,直接 导致 了 后 者 的 发 现 ,还 启动 了 对 于 氨 
基 酸 密码 子 的 实验 研究 并 使 整个 分 子 遗 传 学 体系 得 以 迅速 建成 和 完善 。 


无 诱导 物 , 结构 基因 不 表达 


0 一 出 
全 


-站 乳糖 音 酶 。。- 半 乳糖 华 透 过 酶 。- 半 纺 糖 从 乙酰 基 转生 | 3 


和 图 7-9 lac 操纵 子 的 调控 模型 
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Jacob 和 Monod 认为 诱导 酶 (他们 当时 称 为 适应 酶 ) 现象 是 个 基因 调控 问 
题 ,而 且 可 以 用 实验 方法 进行 研究 ,他 们 通过 大 量 实验 及 分 析 , 加 上 后 人 的 研究 
成 果 ,使 得 乳糖 操纵 子 的 控制 模型 被 人 们 广泛 接受 (图 7-9), 其 主要 内 容 如 下 : 

@ ZY 4 基因 的 产物 由 同一 条 多 顺 反 子 的 mRNA 分 子 所 编码 。 

@ 该 mRNA 分 子 的 启动 区 (P) 位 于 阻 过 基因 (1) 与 操纵 区 (0) 之 间 , 不 能 单 
独 起 始 半 乳糖 苷 酶 和 透 过 酶 基因 的 高 效 表 达 。 

@ 操纵 区 是 DNA 上 的 一 小 段 序列 ( 仅 为 26bp) ,是 阻 遏 物 的 结合 位 点 。 

(4) 当 阻 过 物 与 操纵 区 相 结合 时 ,Jac mRNA 的 转录 起 始 受 到 抑制 。 

@ 诱导 物 通过 与 阻 过 物 结合 ,改变 它 的 三 维 构 象 , 使 之 不 能 与 操纵 区 相 结 
合 , 从 而 激发 lac mRNA 的 合成 ,这 就 是 说 ,有 诱导 物 存在 时 ,操纵 区 没有 被 阻 过 
物 占据 ,所 以 启动 子 能 够 顺利 起 始 mRNA 的 转录 。 

这 一 简单 模型 解释 了 lac 体系 及 其 他 负 控 诱导 系统 ， 我 们 以 后 会 发 现 这 种 
解释 并 不 是 完善 的 ,因为 乳糖 操纵 子 中 同样 也 存在 着 正 调 控 。 

1. lac 操纵 子 的 本 底 水 平 表 达 

有 两 个 矛盾 是 操纵 子 理 论 所 不 能 解释 的 。 首 先 ,诱导 物 需要 穿 过 细胞 膜 才 
能 与 阻 遏 物 结合 ,而 转运 诱导 物 需 要 透 过 酶 ,后 者 的 合成 又 需要 诱导 。 这 样 我 们 
必须 解释 第 一 个 诱导 物 是 如 何 达 到 细胞 内 的 。 只 有 两 种 可 能 ,或 者 一 些 诱导 物 
可 以 在 透 过 酶 不 存在 时 进入 细胞 ,或 者 一 些 透 过 酶 可 以 在 没有 诱导 物 的 情况 下 
合成 。 研 究 表 明 ,第 二 种 解释 是 正确 的 。 

其 次 ,人 们 发 现 乳 糖 ( 葡 糖 -1,4- 半 乳糖 ) 并 不 与 阻 过 物 相 结合 ,真正 的 诱导 
物 是 乳糖 的 异 构 体 一 一 异 构 乳 糖 ( 葡 糖 -1,6- 半 乳糖 ) ,而 后 者 是 在 B- 半 乳糖 苷 
酶 的 催化 下 由 乳糖 形成 的 ,因此 ,乳糖 诱导 B- 半 乳糖 苷 酶 的 合成 需要 有 B- 半 屯 
糖苷 酶 的 预先 存在 。 对 这 一 现象 的 解释 同样 是 : 在 非 诱导 状态 下 有 少量 的 lac 
mRNA 合成 (大 约 每 个 世代 中 有 1~5 个 mRNA 分 子 ) ,这 种 合成 被 称 为 本 底 水 平 
的 永久 型 合成 (background level constitutive synthesis)。 由 于 阻 遏 物 的 结合 并 不 
是 绝对 紧密 的 ,即使 在 它 与 操纵 基因 紧密 结合 时 ,也 会 偶尔 掉 下 来 ;这 时 启动 子 
的 障碍 被 解除 ,RNA 聚合 酶 开始 转录 。 这 种 现象 以 每 个 细胞 周期 1~2 次 的 概率 
发 生 。 

2. 大 肠 杆 菌 对 乳糖 的 反应 

假设 细菌 生长 在 以 甘油 为 碳 源 的 培养 基 中 ， 按 照 lac 操纵 子 本 底 水 平 的 表 
达 , 每 个 细胞 内 可 有 几 个 分 子 的 B- 半 乳糖 苷 酶 和 乳糖 透 过 酶 。 当 加 入 乳糖 ,在 
单个 透 过 酶 分 子 的 作用 下 ,少量 乳糖 分 子 进入 细胞 ,又 在 单个 6- 半 乳糖 苷 酶 分 
子 的 作用 下 转变 成 异 构 乳糖 。 某 个 异 构 乳糖 与 结合 在 操纵 区 上 的 阻 史 物 相 结 合 
并 使 后 者 失 活 而 离开 操纵 区 ,开始 了 lac mRNA 的 生物 合成 。 这 些 mRNA 分 子 
编码 了 大 量 的 B- 半 乳糖 苷 酶 和 乳糖 透 过 酶 ,其 结果 导致 乳糖 大 量 涌 人 细胞 。 多 
数 乳 糖 被 降解 成 为 葡萄 糖 和 半 乳 糖 ,但 还 有 许多 乳糖 被 转变 成 异 构 乳糖 ,然后 
与 细胞 内 的 阻 遏 物 结合 (虽然 合成 速度 低 ,但 是 阻 遏 物 仍 继续 合成 ,因此 必须 有 
足够 的 异 构 乳 糖 才能 使 细胞 维持 去 阻 巡 状态 ) ， 阻 遏 物 的 失 活 促 使 mRNA 高 速 
合成 ,进一步 提高 了 透 过 酶 和 B- 半 乳糖 苷 酶 的 浓度 (图 7-10 )。 降解 产生 的 葡萄 
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1 图 7-10 培养 基 中 有 无 诱导 物 对 /lac mRNA 及 
B- 半 乳糖 蔡 酶 活性 的 影响 


糖 被 细胞 用 作 碳 源 和 能 源 ， 降 解 产 生 的 半 乳 糖 则 被 男 一 套 酶 体系 转变 成 葡萄 
糖 ,这 些 酶 的 合成 也 是 可 诱导 的 。 

一 旦 培养 基 和 细胞 中 的 所 有 乳糖 都 被 消耗 完毕 ,由 于 阻 过 物 仍 在 不 断 地 被 
合成 ,有 活性 的 阻 遏 物 浓度 将 超过 异 构 乳 糖 的 浓度 ,使 细胞 重新 建立 起 阻 过 状 
态 ,导致 lac mRNA 合成 被 抑制 。 在 细菌 中 ,多 数 mRNA 的 半衰期 只 有 几 分 钟 ， 
所 以 在 不 到 一 个 世代 的 生长 期 内 ,lac mRNA 几乎 从 细胞 内 消失 。B- 半 乳糖 苷 酶 
及 透 过 酶 的 合成 也 趋向 停止 ,这 些 蛋 白质 虽然 很 稳定 ,但 其 浓度 随 着 细胞 的 分 
裂 而 不 断 被 稀释 。 值得 注意 的 是 ,如 果 在 原 有 的 乳糖 被 撤去 之 后 的 一 个 世代 中 
再 加 入 乳糖 ,乳糖 可 以 立即 开始 降解 ,因为 此 时 细胞 内 仍 有 一 定 浓度 的 透 过 酶 
和 B- 半 乳糖 苷 酶 。 

3. 阻 过 物 lac I 基因 产物 及 功能 
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本 7 基因 的 表达 与 调控 (上 ) 一 一 原核 基因 表达 调控 模式 


现 已 查 明 ,lac 操纵 子 阻 过 物 mRNA 是 在 弱 启 动 子 控制 下 永久 型 合成 的 ,该 
阻 过 蛋白 有 4 个 相同 的 亚 基 , 每 个 亚 基 均 含有 347 个 氨基 酸 残 基 , 并 能 与 1 分 
子 IPTG 结合 。 未 经 分 级 分 离 的 细胞 提取 物 的 结合 能 力 大 约 为 每 细胞 结合 20~40 
个 IPTG 分 子 ,因此 推测 每 个 细胞 中 有 5~10 个 阻 过 物 分 子 。 观 察 发 现在 1- 突变 
株 细胞 提取 物 中 缺少 阻 过 物 ,从 而 证 明 与 IPTC 结合 的 物质 确实 是 蛋白 质 。 

当 7 基 因由 弱 启 动 子 突变 成 强 启动 子 ,细胞 内 就 不 可 能 产生 足够 的 诱导 物 
来 克服 阻 过 状态 ,整个 lac 操纵 子 在 这 些 突变 体 中 就 不 可 诱导 。 

4. 葡萄 糖 对 lac 操纵 于 的 影响 

B- 半 乳糖 苷 酶 在 乳糖 代谢 中 的 作用 是 把 前 者 分 解 成 葡萄 糖 及 半 乳 糖 ( 半 屯 
糖 将 在 gal 操纵 子 的 作用 下 再 转化 成 葡萄 糖 )。 如 果 将 葡萄 糖 和 乳糖 同时 加 入 培 
养 基 中 ， 大 肠 杆 菌 在 耗 尽 外 源 葡萄 os 
糖 之 前 不 会 诱发 lac 操纵 子 (图 7-  。， 
11)。 研 究 发 现 ,葡萄 糖 对 lac 操纵 
子 表达 的 抑制 是 间接 的 。 例 如 ,有 一 
个 大 肠 杆 菌 突变 体 ， 它 在 糖 醇 解 途 
径 中 不 能 将 葡 糖 -6- 磷 酸 转化 为 下 
一 步 代谢 中 间 物 ， 这 些 细菌 的 lac 
基因 能 在 葡萄 糖 存在 时 被 诱导 合 
成 。 所 以 ,我 们 说 不 是 葡萄 糖 而 是 它 
的 某 些 降解 产物 抑制 lae mRNA 的。 03 
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合成 ， 科 学 上 把 葡萄 糖 的 这 种 效应 时 间 /min 


称 为 代谢 物 阻 遏 效应 (catabolite re- 上 图 7- 
pression ) 。 

当 葡 萄 糖 和 乳糖 同时 存在 于 培养 基 中 时 ,1ac 启动 子 表达 受阻 ,没有 B- 半 屯 
糖苷 酶 活性 ; 当 葡萄 糖 消 耗 完 以 后 (图 中 箭头 处 ) ,细胞 内 cAMP 浓度 增加 ,B- 半 
乳糖 苷 酶 活性 增加 ,一 度 停止 生长 的 细胞 又 恢复 分 裂 。 

5. cAMP 与 代谢 物 激活 蛋白 

广泛 存在 于 动 \ 植 物 组 织 中 的 cAMP( 图 7-12) 是 在 腺 苷 酸 环 化 酶 的 作用 下 
由 ATP 转变 而 来 的 ,在 真 核 生物 的 激素 调节 过 程 中 起 
着 重要 作用 。 在 大 肠 杆 菌 中 ,cAMP 的 浓度 受到 葡萄 糖 
代谢 的 调节 。 如 果 将 细菌 放 在 缺乏 碳 源 的 培养 基 中 培 
养 ,细胞 内 cAMP 浓度 就 高 ;如 果 在 含 葡萄 糖 的 培养 基 
中 培养 ,cAMP 的 浓度 就 低 ; 如 果 培 养 基 中 只 有 甘油 或 
乳糖 等 不 进行 糖 酵 解 途径 的 碳 源 ,cAMP 的 浓度 也 会 很 
高 ,因此 推测 糖 酵 解 途径 中 位 于 葡 糖 -6- 磷 酸 与 甘油 之 
间 的 某 些 代谢 产物 是 腺 苷 酸 环 化 酶 活性 的 抑制 剂 。 

大 肠 杆菌 中 的 代谢 物 激 活 蛋 白 ,由 Crp 基因 编码 ， 
能 与 cAMP 形成 复合 物 。 凡 Crp 及 腺 苷 酸 环 化 酶 基因 上 图 7-12 3' 5'-cAMP 
突变 的 细菌 都 不 能 合成 lac mRNA ,CRP 和 cAMP 都 是 ”的 化 学 结构 式 


11 葡萄 糖 抑 制 了 /ac 操纵 子 基因 的 表达 
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合成 lac mRNA 所 必需 的 。 事实 上 ,cAMP-CRP 复合 物 是 激活 lac 的 重要 组 成 部 
分 ,细菌 对 于 此 复合 物 的 需要 是 独立 的 ,与 阻 遏 体系 无 关 ,转录 必须 有 cAMP- 
CRP 复合 物 结合 在 DNA 的 启动 子 区 域 上 。 因 为 Crp 基因 和 环 化 酶 基因 的 突变 
细菌 即使 同时 也 是 I 或 0* 突变 ， 都 不 能 合成 出 lac mRNA， 所 以 ， 我 们 认为 
cAMP-CRP 是 一 个 不 同 于 阻 歇 物 的 正 调控 因子 ， 而 lac 操纵 子 的 功能 是 在 这 两 
个 相互 独立 的 调控 体系 作用 下 实现 的 。 图 7-13 是 存在 于 gal,lac 和 ara 三 个 操 
纵 子 上 游 启 动 子 区 CRP-cAMP 结合 位 点 的 分 析 。 
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CRP 结 合 位 点 


有 图 7-13 gal,lac 和 ara 操纵 子 上 游 启 动 子 区 与 CRP-cAMP 结 
合 位 点 的 相对 位 置 分 析 


此 外 , 半 乳 糖 ,麦芽糖 .阿拉伯 糖 .山梨 醇 等 在 降解 过 程 中 均 转 化 生成 葡萄 
糖 或 糖 酵 解 途径 中 的 其 他 中 间 产 物 ,所 以 ,这些 糖 代谢 中 有 关 的 酶 都 是 由 可 诱 
导 的 操纵 子 控制 的 。 只 要 有 葡萄 糖 存在 ,这 些 操 纵 子 就 不 表达 ,被 称 为 降解 物 敏 
感 型 操纵 子 (catabolite sensitive operon) ， 实 验证 明 这 些 操 纵 子 都 是 由 cAMP- 


CRP 位 点 
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有 图 7-14 大 肠 杆 菌 /ac 操纵 子 启动 区 CRP-cAMP 及 -35 区 ,-10 区 序列 分 析 
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大 本 7 基因 的 表达 与 调控 (上 ) 原核 基因 表达 调控 模式 


CRP 调节 的 。 对 大 量 操 纵 子 启 动 区 的 研 
究 表明 ,CRP_cAMP 结合 位 点 存在 序列 Wit | 
特异 性 (图 7-14)。 

cAMP-CRP 复合 物 与 启动 子 区 的 人 
结合 是 lac mRNA 合成 起 始 所 必需 的 ， A 
因为 这 个 复合 物 结合 于 启动 子 上 游 ， 
能 使 DNA 双 螺 旋 发 生 弯 曲 , 有 利于 形 
成 稳定 的 开放 型 启动 子 -RNA 聚合 酶 
结构 (图 7-15)。 而 阻 遏 物 则 是 一 个 抗 
解 链 蛋白 (antimelting protein) ,阻止 形 ”上 图 7-15 CRP-cAMP 与 上 游 DNA 位 


成 开放 结构 ,从 而 抑制 RNA 聚合 酶 的 ”点 结合 后 造成 模板 DNA 沿 对 称 序列 中 央 
功能 。 发 生 了 大 于 90* 的 弯曲 


7.2.3 lac 操纵 子 DNA 的 调控 区 域 一 一 P 区 和 0O 区 


已 经 分 离 得 到 含有 lac 操纵 子 的 DNA 片段 ,发 现 P 区 ( 即 启动 子 区 ) 一 般 是 
从 7 基因 结束 到 mRNA 转录 起 始 位 点 下 游 5~10bp, 而 0 区 ( 即 阻 歇 物 结合 区 ) 
位 于 -7~+28 位 ,该 区 的 碱 基 序列 有 对 称 性 ,其 对 称 轴 在 +11 处 。 图 7-16 分 别 列 
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有 图 7-16 不 同 操纵 子 启动 区 及 O 区 相对 位 置 比较 
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举 了 gal,aroH ,trp ,trpR 和 lac 五 个 操纵 子 中 P 区 及 0 区 的 相对 位 置 。 实 验 表 
明 ， 阻 过 物 与 0 区 的 结合 影响 了 RNA 聚合 酶 与 启动 区 结合 形成 转录 起 始 复合 
物 的 效率 。 


7.2.4 iac 操纵 子 中 的 其 他 问题 


1. 4 基因 及 其 生理 功能 

4 基因 存在 于 lac 操纵 子 中 ,编码 了 B- 半 乳糖 苷 乙酰 基 转 移 酶 。 虽 然 乳 糖 
本 身 不 能 被 乙酰 化 ， 但 这 个 酶 能 够 把 乙酰 基 从 供 体 上 转移 到 半 乳 糖苷 分 子 上 ， 
这 具有 什么 生理 意义 呢 ? 

自然 界 中 存在 着 许多 种 能 被 B- 半 乳糖 苷 酶 降解 的 半 乳 糖苷 分 子 ， 它 们 的 
分 解 产物 往往 不 能 被 进一步 代谢 ,很 容易 在 体内 积累 。 这 是 非常 有 害 的 ,因为 不 
少 半 乳 糖苷 衍生 物 在 高 浓度 时 是 细胞 正常 生长 的 抑制 物 。 研 究 发 现 , 当 有 IPTG 
存在 时 ,F0*4 -大 肠 杆 菌 的 生长 速度 显著 慢 于 相应 的 4+ 株 系 ， 两 组 细胞 的 差异 
仅仅 在 于 后 者 能 将 IPTG 乙酰 化 ， 而 乙酰 化 的 IPTG 不 能 被 B- 半 乳糖 苷 酶 所 分 
解 。 所 以 ,4 基因 虽然 不 在 乳糖 降解 中 起 作用 ,但 它 抑制 了 B- 半 乳糖 苷 酶 产物 的 
有 和 害 衍生 物 在 细胞 内 积累 ,在 生物 进化 中 是 有 意义 的 。 

2. lac 基因 产物 数量 上 的 比较 

在 一 个 完全 被 诱导 的 细胞 中 ,B- 半 乳糖 苷 酶 .B- 半 乳糖 苷 透 过 酶 及 B- 半 屯 
糖苷 乙酰 基 转 移 酶 的 拷贝 数 比 例 为 1:0.5:0.2。 作 为 数 百 万 年 进化 演变 的 结果 ， 
这 个 比例 在 一 定 程度 上 反映 了 以 有 - 半 乳 糖苷 作为 唯一 碳 源 时 细胞 的 需要 。 不 
同 的 酶 在 数量 上 的 差异 是 由 于 在 翻译 水 平 上 受到 调节 所 致 这 种 调节 有 以 下 两 
种 方式 : 

(QD lac mRNA 可 能 与 翻译 过 程 中 的 核糖 体 相 脱离 ,从 而 终止 蛋白 质 链 的 翻 
译 。 这 种 现象 发 生 的 频率 取决 于 每 一 个 后 续 的 AUG 密码 子 再 度 起 始 翻译 的 概 
率 。 因 此 ,就 存在 着 一 个 从 mRNA 的 5' 端 到 3 端的 蛋白 质 合成 梯度 。 对 于 大 多 
数 多 顺 反 子 mRNA 分 子 来 说 ,这 种 现象 具有 普遍 性 。 

@ 在 lac mRNA 分 子 内 部 ,4 基因 比 Z 基 因 更 易 受 内 切 酶 作用 而 发 生 降 
解 , 因 此 ,在 任何 时 候 Z 基 因 的 完整 拷贝 数 要 比 4 基因 多 。 事 实 上 ,对 于 某 个 活 
路 表达 的 多 顺 反 子 操纵 子 ,该 mRNA 所 编码 的 各 种 蛋白 质 的 相对 浓度 都 由 每 一 
个 顺 反 子 的 翻译 频率 所 决定 。 

3. 操纵 子 的 融合 与 基因 工程 

操纵 子 在 自然 条 件 下 可 能 发 生 融 合 ， 典 型 的 例子 是 lac 操纵 子 与 负责 嗓 哈 
合成 的 pur 操纵 子 的 偶 联 。 尽 管 pur 操纵 子 以 完全 不 同 于 lac 操纵 子 的 方式 进 
行 调节 ,但 它 在 染色 体 上 位 于 lac 操纵 子 沿 转录 方向 的 下 游 ,中 间 只 隔 了 一 个 控 
制 细 胞 对 T6 叭 菌 体 敏感 性 的 tsx 基因。 科学 家 从 ksxZ* 细胞 中 分 离 到 tksxaZ- 突 
变 体 ,研究 该 突变 体 的 DNA 序列 ,发 现 它 缺 失 了 lac 操纵 子 的 Z 基因 整个 ksx 
基因 以 及 pur 操纵 基因 和 pur 启动 子 的 一 部 分 。 这 一 突变 使 lac Z 基因 缺失 终止 
序列 , 当 转录 作用 从 lac 启动 子 处 开始 后 ,就 合成 出 由 一 部 分 2 基因 编码 区 和 整 
个 pur 基因 转录 生成 的 mRNA 分子。 因此 ,在 这 个 体系 中 ,pur 操纵 子 被 “嫁接 ” 
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十 二 7 基因 的 表达 与 调控 {上 ) 一 一 原核 基因 表达 调控 模式 


到 lac 启动 子 上 ,形成 融合 基因 。 这 一 现象 给 了 生物 学 家 以 很 大 的 启发 ,因为 lac 
启动 子 是 一 个 很 强 的 启动 子 ,通过 它 可 以 使 较 弱 启动 子 的 转录 增强 ,从 而 增加 
蛋白 质 的 合成 量 。 到 目前 为 止 ,基因 融合 技术 已 经 成 为 基因 工程 操作 中 应 用 最 
广泛 的 技术 。 


7.3 色 氢 酸 操 纵 子 与 负 控 阻 遏 系统 


由 于 tm 体系 参与 生物 合成 而 不 是 降解 , 它 不 受 葡 萄 糖 或 cAMP-CRP 的 调 
控 。 色 和 氨 酸 的 合成 主要 分 5 步 完成 ,有 7 个 基因 参与 整个 合成 过 程 ( 图 7-17 )。 
trpkE 和 trpG 编码 邻 氨基 葵 甲 酸 合 酶 ,tpD 编码 邻 氮 基 茶 甲酸 磷酸 核糖 转移 酶 ， 
tp 下 编码 异 构 酶 ,tpC 编码 呵 唆 甘油 磷酸 合 酶 ,trpA 和 trpB 则 分 别 编 码 色 和 氨 酸 
合 酶 的 a 和 B 亚 基 。 研 究 发 现 ,在 大 肠 杆菌 等 许多 细菌 中 ,trpE 和 trpG 融合 成 
一 个 功能 基因 ,irpC 和 trpB 也 融合 成 一 个 基因 ,产生 具有 双重 功能 的 蛋白 质 。 除 
上 述 7 个 基因 之 外 ， 细 菌 中 还 有 pab4 ,pabB 基因 分 别 编码 ADC 合 酶 的 两 个 亚 
基 ,pabC 基因 编码 ADC 裂解 酶 ,ubiC 基因 编码 分 枝 酸 裂 解 酶 ,entC 基因 编码 异 
构 分 枝 酸 合 酶 (图 7-18) ,这些 基因 产物 都 在 不 同 程度 上 参与 了 分 枝 酸 代谢 ,与 
色 氨 酸 合成 有 一 定 关系 。 

trpE 基因 是 第 一 个 被 翻译 的 基因 ,和 trpE 紧邻 的 是 启动 子 区 和 操纵 区 。 另 
外 ,前 导 区 和 弱化 子 区 分 别 定名 为 trpL 和 trpa( 不 是 trpA)。tm 操纵 子 中 产生 
阻 遏 物 的 基因 是 trpR ,该 基因 距 tm 基因 簇 很 远 。 后 者 位 于 大 肠 杆 菌 染色 体 图 
上 25 min 处 ,而 前 者 则 位 于 90 min 处 。 在 位 于 65 min 处 还 有 一 个 imS( 色 氨 
酸 tRNA 合成 酶 ) , 它 与 携带 有 色 氨 酸 的 :RNA™ 共同 参与 tmp 操纵 子 的 调控 作 
用 (图 7-19 )。:mp 操 纵 子 的 转录 调控 包括 阻 过 系统 和 弱化 系统 ,下面 分 别 予 以 
介绍 。 


7.3.1 _trp 操纵 子 的 阻 遏 系统 


trpR 基因 突变 常 引 起 trp mRNA 的 永久 型 合成 ， 该 基因 产物 因此 被 称 为 辅 
阻 遇 蛋白 (aporepressor)。 除 非 培养 基 中 有 色 氨 酸 ,否则 这 个 辅 阻 遏 蛋白 不 会 与 
操纵 区 结合 。 辅 阻 遏 蛋白 与 色 氨 酸 相 结合 形成 有 活性 的 阻 遏 物 , 与 操纵 区 (图 
7-20 ) 结 合并 关闭 tm mRNA 转录 。 

研究 发 现 ,这 个 系统 中 的 效应 物 分 子 是 色 氨 酸 , 是 由 tm 操纵 子 所 编码 的 生 
物 合成 途径 的 末端 终 产物 。 当 培养 基 中 色 氨 酸 含量 较 高 时 , 它 与 游离 的 辅 阻 过 
蛋白 相 结合 ,并 使 之 与 操纵 区 DNA 紧密 结合 ; 当 培养 基 中 色 氨 酸 供应 不 足 时 ， 
辅 阻 过 物 失去 色 氨 酸 并 从 操纵 区 上 解 离 ,irp 操纵 子 去 阻 过 。 


7.3.2 ”弱化 于 与 前 导 肽 


1. 弱化 子 
随 着 对 色 氢 酸 操纵 子 的 深入 研究 ,发 现 有 些 现象 与 以 阻 遇 作为 唯一 调节 机 
制 的 观点 不 一 致 ,例如 ,在 色 氨 酸 高 浓度 和 低 浓度 下 观察 到 im 操纵 子 的 表达 水 
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有 图 7-17 细菌 中 色 氮 酸 生物 合成 途径 


分 枝 酸 


邻 氨基 葵 甲 酸 合 酶 
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二 司 7 基因 的 表达 与 调控 (上 ) 一 一 原核 基因 表达 调控 模式 
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有 图 7-18 细菌 中 参与 分 枝 酸 代谢 的 主要 酶 系统 
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有 图 7-19 大 肠 杆菌 中 的 trp 操纵 子 
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有 图 7-20 tp 操纵 区 DNA 序列 特征 


平 相差 约 600 倍 , 然 而 阻 过 作用 仅 使 转录 降低 70 倍 。 此 外 ,使 阻 遇 物 失 活 突变 
不 能 完全 消除 色 氨 酸 对 :mp 操纵 子 表达 的 影响 。 显 然 ,trp 操纵 子 的 这 种 调控 与 
阻 遏 物 的 控制 无 关 ,必然 还 有 其 他 调控 机 制 。 通 过 缺失 突变 株 的 研究 发 现 ,这 种 
调控 机 制 就 是 弱化 作用 (attenuation)。 事 实 上 , 阻 巡 - 操 纵 机 制 对 色 氮 酸 来 说 只 
是 一 个 一 级 开关 ,控制 转录 的 启动 ,相当 于 trp 操纵 子 的 粗 调 开 关 。trp 操纵 子 中 
对 应 于 色 氢 酸 生 物 合成 的 还 有 另 一 个 系统 进行 细 调 控 并 决定 已 经 启动 的 转录 
是 否 继续 下 去 。 在 这 个 系统 中 , 酶 的 浓度 根据 氨基 酸 浓度 的 变化 而 受到 调节 。 这 
个 细微 调控 是 通过 转录 达到 第 一 个 结构 基因 之 前 的 过 早 终 止 来 实现 的 ,细胞 中 
色 氨 酸 的 浓度 是 实现 过 早 终 止 的 根本 原因 。 

在 trp mRNA 5' 端 trpE 基因 的 起 始 密 码 前 有 一 个 长 162 bp 的 mRNA 片段 
被 称 为 前 导 区 ， 其 中 123~150 位 碱 基 序 列 如 果 缺 失 ,trp 基因 表达 可 提高 6~10 
倍 , 而 且 无 论 是 在 阻 遏 细胞 内 还 是 在 永久 性 突变 的 细胞 内 都 是 这 样 。 研 究 发 现 ， 
当 mRNA 合成 起 始 以 后 ,除非 培养 基 中 完全 没有 色 氮 酸 ,转录 总 是 在 这 个 区 域 
终止 ,产生 一 个 仅 有 140 个 核 苷 酸 的 RNA 分子, 终止 trp 基因 转录 ,这 就 是 123~ 
150 区 序列 缺失 会 提高 trp 基因 表达 的 原因 。 因 为 转录 终止 发 生 在 这 一 区 域 , 并 
且 这 种 终止 是 被 调节 的 ,这 个 区 域 就 被 称 为 弱化 子 。 研 究 引起 终止 的 mRNA 碱 
基 序 列 (图 7-21) ,发 现 该 区 mRNA 通过 自我 配对 可 以 形成 茎 - 环 结构 ,有 典型 
的 终止 子 特点 。 

2. 前 导 肽 

各 种 实验 表明 衰减 作用 需要 负载 :RNA™ 参与 ， 这 意味 着 前 导 序 列 的 某 些 
部 分 被 翻译 了 。 分 析 前 导 序 列 发 现 , 它 包括 起 始 密码 子 AUG 和 终止 密码 子 
UGA ;如果 翻译 起 始 于 AUG ,应 该 产生 一 个 含有 14 个 氨基 酸 的 多 肽 。 这 个 假设 
的 多 肽 (还 未 实际 观察 到 ) 被 称 为 前 导 肽 。 有 证 据 表 明 事 实 上 可 能 存在 这 个 多 
肽 ,因为 在 该 AUG 位 点 5' 上 游 端 有 一 个 核糖 体 结合 位 点 ,而 前 导 肽 编码 区 与 
trpE 基因 5' 端 融合 可 产生 一 种 融合 蛋白 质 ， 该 蛋白 质 具有 与 前 导 肽 同样 的 NN 
端 序 列 。 

前 导 序 列 具有 一 个 非常 有 意义 的 特点 ,在 其 第 10 和 第 11 位 上 有 相 邻 的 两 
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二 司 7 基因 的 表达 与 调控 (上 ) 一 一 原核 基因 表达 调控 模式 
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有 图 7-21 tm 弱化 子 mRNA 的 终止 区 


个 色 氨 酸 密码 子 。 这 一 点 很 重要 ,因为 组 氨 酸 操纵 子 中 ,也 具有 弱化 子 , 也 具有 
一 个 类 似 的 能 编码 前 导 肽 的 碱 基 序列 ， 此 序列 中 含有 7 个 相 邻 的 组 氨 酸 密码 
子 。 苯 两 所 酸 操 纵 子 中 同样 存在 弱化 子 结构 ,其 前 导 序 列 中 也 有 7 个 苯 丙 氨 酸 
密码 子 。 这 些 密 码 子 参与 了 trp 及 其 他 操纵 子 中 的 转录 弱化 机 制 。 

3. mRNA 前 导 区 的 序列 分 析 

trp 前 导 区 的 碱 基 序 列 已 经 全 部 测定 完成 ， 引 人 注目 的 是 其 中 4 个 分 别 以 
1.2.3 和 4 表示 的 片段 能 以 两 种 不 同 的 方式 进行 碱 基 配 对 (图 7-22)， 有 时 以 
1-2 和 3-4 配 对 ,有 时 只 以 2-3 方式 互补 配对 。RNaseT1 降解 实验 (此 酶 不 能 水 
解 配对 的 RNA) 表 明 ,纯化 的 trp 前 导 序 列 中 确 有 1-2 和 3-4 的 配对 方式 ,由 此 


RNA 


DNA 转录 起 始 位 点 


前 导 肽 编码 区 
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暂停 位 点 。 弱化 子 
有 图 7-22 原核 生物 RNA 中 前 导 序列 变 构 引 起 转录 的 终止 或 弱化 


7.3 _ 色 毛 纵 子 与 负 控 阻 遇 系 


定位 的 3-4 配对 区 正好 位 于 终止 密码 子 的 识别 区 , 当 这 个 区 域 发 生 破坏 自我 配 
对 的 碱 基 突 变 时 有 利于 转录 的 继续 进行 (图 7-23)。 


高 色 氨 酸 时 低 色 氨 酸 时 


有 图 7-23 tmp 操纵 子 的 转录 与 翻译 调控 


4. 转录 的 弱化 作用 

转录 的 弱化 理论 认为 mRNA 转录 的 终止 是 通过 前 导 肽 基因 的 翻译 来 调节 
的 。 因 为 在 前 导 肽 基因 中 有 两 个 相 邻 的 色 氨 酸 密码 子 ,所 以 这 个 前 导 肽 的 翻译 
必定 对 tRNA™ 的 浓度 敏感 。 当 培养 基 中 色 氨 酸 的 浓度 很 低 时 ,负载 有 色 氨 酸 的 
tRNA™ 也 就 少 ,这 样 翻 译 通过 两 个 相 邻 色 氨 酸 密 码 子 的 速度 就 会 很 慢 , 当 4 区 
被 转录 完成 时 ,核糖 体 才 进行 到 1 区 (或 停留 在 两 个 相 邻 的 tm 密码 子 处 ) ,这 时 
的 前 导 区 结构 是 2-3 配对 ,不 形成 3-4 配对 的 终止 结构 ,所 以 转录 可 继续 进行 ， 
直到 将 trp 操纵 子 中 的 结构 基因 全 部 转录 ,而 当 培 养 基 中 色 和 氨 酸 浓度 高 时 ,核糖 
体 可 顺利 通过 两 个 相 邻 的 色 氨 酸 密 码 子 ,在 4 区 被 转录 之 前 ， 核 糖 体 就 到 达 2 
区 ,这 样 使 2-3 不 能 配对 ,3-4 区 可 以 自由 配对 形成 茎 - 环 状 终止 子 结构 ,转录 
停止 ,trp 操纵 子 中 的 结构 基因 被 关闭 而 不 再 合成 色 氨 酸 (图 7-24)。 所 以 ,弱化 
子 对 RNA 聚合 酶 的 影响 依赖 于 前 导 肽 翻译 中 核糖 体 所 处 的 位 置 。 已 从 大 肠 杆 
菌 和 沙门 菌 中 陆续 发 现 了 不 少 具 有 弱化 作用 的 操纵 子 ， 它 们 都 具有 前 导 肽 ,并 
且 前 导 肽 中 都 富 含 该 操纵 子 所 合成 的 那 种 氨基 酸 。 


7.3.3 trp 操纵 子 弱 化 机 制 的 实验 依据 


在 含有 较 高 浓度 色 氢 酸 的 培养 基 中 , 色 氨 酰 -tRNA 合成 酶 缺陷 型 大 肠 杆菌 
中 tmp 操纵 子 结构 基因 的 表达 却 并 没有 完全 受到 抑制 。 进 一 步 研究 温度 敏感 突 
变 株 tmpS5 证 实 , 它 所 编码 的 trp-tRNA 合成 酶 只 在 30% 时 有 活性 ,能 使 色 氨 酸 
活化 生成 tRNA ,在 42% 时 该 酶 没有 活性 。 比 较 野 生 型 和 突变 型 在 42% 和 30Y 
条 件 下 有 色 氨 酸 供应 时 邻 氨基 葵 甲 酸 合 酶 (trpE) 的 活性 发 现 ,30% 时 , 色 氮 栈 - 
tRNA 合成 酶 有 活性 ,可 生成 tRNA™,trp 操纵 子 结构 基因 的 表达 受 抑制 ;在 42%C 
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有 图 7-24 ”trp 操纵 子 前 导 序 列 的 变 构 与 转录 的 弱化 (a) 转录 终 止 构 象 ;(b) 抗 终止 构象 。 


时 , 色 氮 酰 -tRNA 合成 酶 失去 活性 ,不 能 生成 tRNA ,tp 结构 基因 表达 受 抑制 
的 程度 就 不 明显 。 野 生 型 大 肠 杆菌 色 氨 酰 -tRNA 合成 酶 不 受 温度 控制 ,所 以 trp 
基因 表达 基本 不 受 温度 影响 。 

研究 男 一 个 前 导 区 及 D 基因 缺失 的 trp 操纵 子 突变 体 (trpALD102) 还 发 现 ， 
该 细菌 在 补充 了 过 量 色 氨 酸 的 培养 基 中 有 高 于 野生 型 亲本 株 系 8~10 倍 的 色 氨 
酸 合成 酶 活性 ,这 种 去 阻 遇 作用 不 论 在 trpR' 或 trpR- 菌 株 中 都 存在 ( 表 7_3)。 


表 7-3 trpL 缺失 突变 株 与 非 缺 失 菌 株 色 氮 酸 合成 酶 活性 比较 (相对 单位 ) 


TrpAED53( trpa* ) 0.17 11.8 
TrpALD102( trpa” ) 1. 82 100 


从 表 7-3 中 可 以 看 出 前 导 区 的 调节 作用 。trpAED53 的 工区 中 不 缺失 弱化 
子 , 而 trpALD102L 区 中 缺失 弱化 子 。 缺失 前 导 区 后 的 表达 比 有 前 导 区 的 表达 要 
高 得 多 ,充分 说 明 trp 操纵 子 的 表达 调控 除 阻 过 作用 外 ,还 受到 前 导 区 的 影响 ， 
失去 了 这 个 因素 就 失去 了 一 个 调控 机 制 。 

trpL29 是 增强 终止 的 突变 型 ， 它 的 前 导 序 列 29 位 核 苷 酸 由 原来 的 G 变 为 
A,……AUC…… 一 ……AUA……,AUG 是 前 导 肽 的 起 始 密码 , 变 为 AUA 后 便 不 
能 起 始 蛋 白质 合成 ,有 利于 trp mRNA 形成 1-2.3-4 稳定 的 二 级 结构 ,从 而 增强 终 
止 。 这 一 突变 型 的 邻 氮 基 莱 甲酸 合成 酶 活性 很 低 , 并 且 对 色 氨 酸 不 敏感 ,因为 前 导 
肽 根本 不 能 翻译 下 去 ,即使 在 色 氨 酸 饥饿 条 件 下 仍然 不 能 作出 解除 终止 的 反应 。 

男 一 个 增强 终止 的 突变 型 是 rpL75,， 其 75 位 上 的 G 变 成 了 A。 野 生 型 75 
位 上 的 G 在 2 区 内 , 它 可 以 与 3 区 内 118 位 上 的 C 形成 氢 键 , 当 G 变 为 A 后 ， 
减弱 了 2 区 和 3 区 形成 茎 - 环 结构 的 能 力 ,导致 终止 增强 ,tpL75 对 色 氨 酸 饥饿 
不 能 作出 反应 。 

此 外 ,缺失 了 3' 端 4 个 TU 的 突变 株 AtrpLC1419, 也 导致 终止 解除 ,说 明 3 
端 U 对 转录 终止 起 作用 。 细 菌 通过 弱化 作用 弥补 阻 过 作用 的 不 足 , 因 为 阻 过 作 
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用 只 能 使 转录 不 起 始 ,而 对 于 已 经 起 始 的 转录 ,只 能 通过 弱化 作用 使 之 中 途 停 
顿 下 来 。 阻 歇 作 用 的 信号 是 细胞 内 色 氨 酸 的 多 少 ,弱化 作用 的 信号 则 是 细胞 内 
载 有 色 氨 酸 的 tRNA 的 多 少 。 它 通过 前 导 肽 的 翻译 来 控制 转录 的 进行 ,在 细菌 
细胞 内 这 两 种 作用 相辅相成 ,体现 着 生物 体内 周密 的 调控 作用 。 

细菌 中 为 什么 需要 有 弱化 子 系统 呢 ? 一 般 认为 , 阻 遏 物 从 有 活性 向 无 活性 
的 转变 速度 较 慢 ,需要 有 一 个 能 更 快 地 做 出 反应 的 系统 ,以 保持 培养 基 中 适当 
的 色 氨 酸 水平 。 弱化 子 能 较 快 地 通过 抗 终 止 的 方法 来 增加 trp 基因 表达 ,迅速 提 
高 内 源 色 氨 酸 浓度 。 

那么 ,为 什么 还 要 有 阻 过 体系 呢 ? 没有 阻 遇 体 系 , 只 有 弱化 ,似乎 也 可 以 调 
节 色 和 氨 酸 酶 系 的 合成 。 目 前 认为 阻 遏 物 的 作用 是 当 有 大 量 外 源 色 氨 酸 存在 时 ， 
阻止 非 必需 的 先导 mRNA 的 合成 , 它 使 这 个 合成 系统 更 加 经 济 。 事 实 上 ,自然 界 
中 存在 着 不 同类 型 的 合成 体系 。 组 氨 酸 操纵 子 拥有 在 功能 上 与 tm 操纵 子 完 全 
相同 的 弱化 子 结构 ,但 没有 阻 遏 物 , 它 的 表达 完全 受 弱化 子 调 节 。 


7.3.4 trp 操纵 子 的 其 他 调控 机 制 


大 肠 杆菌 中 共有 5 个 基因 参与 色 氨 酸 生 物 合成 ,构成 色 氮 酸 操纵 子 。 其 中 
ipPC-D 和 trpC-F 为 融合 基因 ,翻译 出 的 多 肽 具有 双重 功能 。 有 两 个 启动 子 (一 
个 位 于 操纵 子 5' ,一 个 位 于 trpG-D 编码 区 , 称 为 内 源 启 动 子 ) 控 制 整个 操纵 子 
的 转录 ,能 够 感受 色 氨 酸 和 无 负载 的 tRNAm 的 浓度 变化 。 

枯草 埃 希 菌 (Bacillus subtilis ) 色 氨 酸 操纵 子 包 括 6 个 基因 ,处 于 一 个 12 个 
基因 的 大 操纵 子 内 。 其 他 基因 控制 部 分 芳香 族 氨 基 酸 的 生物 合成 。B.subtilis 还 
有 第 7 个 色 氨 酸 合成 基因 trpG (又 称 pab4 ) ,位 于 叶酸 操纵 子 中 。 翻 译 出 来 的 
TrpG-PabA 多 肽 链 能 发 挥 两 个 酶 的 作用 ,一 个 用 于 色 氨 酸 途 径 ,一 个 用 于 叶酸 
途径 。B.subtilis 的 色 氨 酸 操纵 子 也 有 两 个 启动 子 区 。RNA 聚合 酶 在 任何 一 个 启 
动 子 区 起 始 转录 都 会 受到 色 氮 酸 和 无 负载 RNAm 的 调控 (图 7_25 )。 
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有 图 7-25 B.subtilis 和 Eco 色 氨 酸 操纵 子 的 结构 比较 
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大 肠 杆菌 色 氨 酸 操纵 子 受 到 由 色 氨 酸 激 活 的 负 阻 过 蛋白 的 调节 作用 , 一旦 
转录 越过 前 导 区 ,开始 结构 基因 的 转录 ,又 会 受 弱 化 子 的 调控 ,感受 无 负载 的 
tRNA™ 的 变化 ， 使 转录 机 器 在 前 导 区 附近 停止 或 者 继续 结构 基因 的 转录 。 在 
Bacillus subtilis 色 氨 酸 操纵 子 中 ， 色 氮 酸 激活 TRAP 调节 蛋白 并 使 之 与 前 导 
RNA 相 结 合 ， 形 成 RNA 终止 子 结构 终止 转录 。 而 无 负载 tRNAm 的 聚集 使 
TRAP 蛋白 失 活 ,从 而 激活 转录 和 翻译 。 另 外 , 当 无 负载 tRNAm 的 浓度 升 高 时 ， 
由 rtp4 基因 编码 的 AT 蛋白 与 TRAP 蛋白 结合 ,抑制 该 蛋白 形成 转录 终止 复合 
物 从 而 激活 色 氮 酸 操纵 子 的 转录 (图 7-26)。 


(a) RNA 聚 合 酶 停留 在 前 导 肽 区 


tpEDCFBA hisC-tyrA-aroE 


(b) Q 存在 充分 的 Trp， 转 录 过 程 终 止 


Trp 激 活 TRAP 和 蛋白， 结合 于 GAG 重 复 单元 上 ， 
破坏 了 抗 终止 子 结构 的 形成 ， 使 得 终止 子 形成 


加 缺乏 Tmp， 转 录 过 程 继 续 进行 
形成 抗 终止 结构 


RNA 聚 合 酶 继续 转录 
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加 存在 Tmp， 但 缺乏 负载 的 RNAm， 转 录 过 程 继续 进行 
抗 终止 子 结构 形成 
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有 1 图 7-26 8B.subliis 中 色 氨 酸 操 纵 子 的 调控 机 制 
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7.4 其 他 操纵 子 


17.4.1 半 乳 糖 操纵 子 


大 肠 杆菌 半 乳 糖 操纵 子 (galactose operon) 在 大 肠 杆菌 遗传 图 上 位 于 
17 min 处 ,包括 3 个 结构 基因 : 异 构 酶 (UDP-galactose-4-epimerase , galE ) , 半 
乳糖 -磷酸 尿 喀 啶 核 苷 转移 酶 (galactose transferase , galT) , 半 乳 糖 激酶 (galac- 
tose kinase , galK )。 这 3 个 酶 的 作用 是 使 半 乳 糖 变 成 葡 糖 -1- 磷 酸 。 半 乳糖 操 
纵 子 的 调节 基因 是 galR ,位 于 遗传 图 上 55 min 处 。gal 操纵 子 与 lac 操纵 子 
所 不 同 的 是 galR 与 galE、T、K 及 操纵 区 0 等 的 距离 都 很 远 ， 而 galR 产物 对 


gal 操纵 子 lac 操 纵 子 ara 操纵 子 
(a) 启动 子 启动 子 启动 子 
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〖 图 7-27 ”9al 操纵 子 Jac 操纵 子 和 ara 操纵 子 的 结构 及 其 代谢 途径 (a) 操 纵 子 的 结构 ; 
(b) 代 谢 途 径 。 
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gal0 的 作用 与 1ac1-,acO 的 作用 相同 。 在 galR- 和 gal0: 突变 体 中 ,E、T、K 基 
因 得 到 永久 性 表达 ,gal 操纵 子 的 诱导 物 主要 是 半 和 乳糖 ,图 7-27 是 几 个 相关 
联 操纵 子 的 代谢 途径 及 基因 图 谱 。 半 乳糖 的 跨 细胞 膜 运 转 需 要 galP 基因 产 
物 的 参与 。 

此 外 ,gal 操纵 子 还 有 两 个 特点 :QD 它 有 两 个 启动 子 ,其 mRNA 可 从 两 个 不 
同 的 起 始点 开始 转录 ;@ 它 有 两 个 0 区 ,一 个 在 PP 区 上 游 -73~-67, 另 一 个 在 结 
构 基 因 galE 内 部 。 

1. cAMP-CRP 对 gw 启动 子 的 作用 

因为 半 乳 糖 的 利用 效率 比 葡萄 糖 低 , 人 们 猜想 葡萄 糖 存 在 时 半 乳 糖 操 纵 子 
不 被 诱导 ,但 实际 上 有 葡萄 糖 存在 时 ,gal 操纵 子 仍 可 被 诱导 。 现 已 分 离 到 一 些 
突变 株 , 其 中 一 类 突变 株 能 在 不 含 葡萄 糖 的 培养 基 中 高 水 平 合 成 半 乳 糖 代谢 酶 
类 (gal 结构 基因 高 效 表 达 ); 另 一 类 突变 株 中 ,gal 基因 的 表达 完全 依赖 于 葡萄 
糖 ,培养 基 中 如 无 葡萄 糖 存在 ,这 些 细菌 的 gal 基因 不 表达 ,不 合成 半 乳 糖 代 谢 
酶 类 。 分 析 gal 操纵 子 P-0 区 的 碱 基 序 列 发 现 有 两 个 相距 仅 为 Sbp 的 启动 子 ， 
gal 操纵 子 可 以 从 两 个 启动 子 分 别 起 始 基因 转录 ， 每 个 启动 子 拥有 各 自 的 RNA 
聚合 酶 结合 位 点 S 和 5,( 轩 7-28 )。cAMP-CRP 对 从 S 和 5, 起 始 的 转录 有 不 同 
的 作用 。 
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有 图 7-28 9a/ 操 纵 子 启动 区 S, 和 S, 序列 分 析 


从 SS 起 始 的 转录 只 有 在 培养 基 中 无 葡萄 糖 时 才能 顺利 进行 ,RNA 聚合 
酶 与 S, 的 结合 需要 半 乳 糖 .CRP 和 较 高 浓度 的 cAMP。 当 腺 苷 环 化 酶 突变 
(cya ) 或 cAMP 受 体 和 蛋白 突变 (crp-) 时 ,gal 操纵 子 不 能 从 5 起 始 转录 ,此 时 如 
在 体外 系统 中 加 入 cAMP-CRP ,就 能 够 诱发 从 5, 起 始 的 转录 。 体 外 转录 的 实 
验证 明 ,cAMP-CRP 能 够 刺激 gal 操纵 子 转录 ， 用 含有 gal 操纵 子 调节 区 的 
DNA 片段 作 模板 进行 体外 转录 时 ,发现 cAMP-CRP 抑制 从 $, 的 转录 而 刺激 
从 5 的 转录 。 当 有 cAMP-CRP 时 ,转录 从 Si 开始 , 当 无 cAMP-CRP 时 ,转录 
从 $ 开始 。 

从 S$: 起 始 的 转录 则 完全 依赖 于 葡萄 糖 ， 高 水 平 的 cAMP_-CRP 能 抑制 由 这 
个 启动 子 起 始 的 转录 ， 因 此 ,cAMP-CRP 在 gal 操纵 子 中 所 起 的 调节 作用 比 在 
lac 操纵 子 中 更 为 复杂 。 大 肠 杆菌 的 cya- 或 cm 突变 型 不 能 利用 乳糖 ,但 可 以 利 
用 半 乳 糖 作为 唯一 碳 源 。 

有 一 个 gal 启动 子 突变 株 ,不 能 利用 培养 基 中 的 半 乳 糖 , 若 将 此 突变 株 再 
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行 突变 为 cya 或 crp- ,细胞 就 恢复 了 利用 半 乳 糖 的 能 力 。 因 为 第 一 次 突变 失 
去 了 从 5 起 始 转录 的 能 力 , 却 不 影响 从 5, 起 始 转录 的 能 力 。 细 胞 中 cAMP- 
CRP 的 存在 抑制 了 从 5, 开始 的 基因 转录 ， 使 gal 操纵 子 既 不 能 从 $, 起 始 又 
无 法 从 $: 起 始 转录 。 双 重 突变 后 ,无 论 是 cya- 突 变 ,还 是 crp -突变 ,都 能 移 去 
cAMP-CRP 对 $: 的 阻 遏 作用 ,导致 gal 基因 表达 ,恢复 利用 半 乳 糖 作为 能 源 
的 能 力 。 

一 般 认为 ,cAMP-CRP 有 利于 RNA 聚合 酶 -5, 区 复合 物 形成 开 链 构象 ,从 
而 起 始 基 因 转 录 。 同 时 ,由 于 5, 和 $: 区 的 核 苷 酸 部 分 重 和 亚 ,这 一 复合 物 的 存在 
干扰 了 RNA 聚合 酶 -S: 复合 物 的 形成 ,抑制 $; 起 始 的 基因 转录 。 

2. 双 启 动 子 的 生理 功能 

为 什么 gal 操纵 子 需要 两 个 转录 起 始 位 点 ? 这 与 半 乳 糖 在 细胞 代谢 中 的 双 
重 功能 有 关 。 半 乳糖 不 仅 可 以 作为 唯一 碳 源 供 细胞 生长 ， 而 且 与 之 相关 的 物 
质 一 一 尿 苷 二 磷酸 半 乳 糖 (UDPgal) 是 大 肠 杆 菌 细胞 壁 合成 的 前 体 。 生 长 过 程 中 
细胞 必须 随时 合成 差 向 异 构 酶 ,以 保证 尿 苷 二 磷酸 的 供应 。 在 没有 外 源 半 乳 糖 
的 情况 下 ,细胞 通过 半 和 乳糖 差 向 异 构 酶 (galactose epimerase ,galE 基因 产物 ) 的 
作用 由 UDP- 葡 萄 糖 合 成 UDPgal。 因 为 合成 细胞 壁 过 程 中 对 异 构 酶 的 需要 量 很 
小 ,本 底 水 平 的 永久 型 合成 就 能 够 满足 生理 需要 。 实 际 上 ,gal mRNA 的 永久 型 
合成 水 平 已 高 于 lac 操纵 子 所 合成 lac mRNA 的 水 平 ， 显 然 这 部 分 mRNA 是 在 
没有 半 乳 糖 的 情况 下 合成 的 。 

现在 设想 只 有 5, 一 个 启动 子 ， 那 么 由 于 这 个 启动 子 的 活性 依赖 于 cAMP- 
CRP , 当 培养 基 中 有 葡萄 糖 存 在 时 就 不 能 合成 异 构 酶 。 假 如 唯一 的 启动 子 是 S， 
那么 ,即使 在 有 葡萄 糖 存在 的 情况 下 , 半 乳 糖 也 将 使 操纵 子 处 于 充分 诱导 状态 ， 
这 无 疑 是 一 种 浪费 。 所 以 ,无 论 从 必要 性 或 经 济 性 考虑 ,都 需要 一 个 不 依赖 于 
cAMP-CRP 的 启动 子 ($:) 进 行 本 底 水 平 的 永久 型 合成 ,以 及 一 个 依赖 于 cAMP- 
CRP 的 启动 子 (S) 对 高 水 平 合成 进行 调节 。 这 就 是 说 ,只 有 在 8, 活性 完全 被 
cAMP-CRP 抑制 时 ,调控 作用 才 是 有 效 的 。 


7.4.2 ”阿拉 伯 糖 操纵 子 


阿拉 伯 糖 (arabinose) 是 另 一 个 可 以 为 代谢 提供 碳 源 的 五 碳 糖 。 在 大 肠 杆菌 
中 阿拉 伯 糖 的 降解 需要 3 个 基因 :araB .ara4 和 araD， 它们 形成 一 个 基因 簇 , 简 
写 为 araBAD。 它 们 因 分 别 编码 3 个 酶 :araB 基因 编码 核 酮 糖 激酶 (ribuloki- 
nase) ,araA 编码 L~- 阿 拉 伯 糖 异 构 酶 (L-arabinose isomerase ) ,araD 编码 L- 核 酮 
糖 -5- 磷 酸 -4- 差 向 异 构 酶 (L-ribulose-5-phosphate-4-epimerase)。 在 gal 操纵 
子 中 ,基因 的 排列 序列 就 是 代谢 途径 中 酶 的 作用 序列 ,而 这 个 操纵 子 却 不 同 ， 
阿拉 伯 糖 的 代谢 是 以 ara4 、araB ,araD 的 序列 进行 的 。 另 外 还 有 两 个 负责 将 阿 
拉 伯 糖 运 人 细胞 的 基因 ， 即 arak 和 araF， 它们 位 于 远离 这 个 基因 徐 的 地 方 ， 
arak 和 araF 分 别 编码 一 个 膜 蛋 白 和 一 个 位 于 细胞 壁 与 细胞 膜 之 间 的 阿拉 伯 
糖 结合 蛋白 。 

与 araBAD 相 邻 的 是 一 个 复合 的 启动 子 区 域 两 个 操纵 区 (0,,0,) 和 一 个 调 
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号 本 7 基因 的 表达 与 调控 (上 ) 一 一 原核 基因 表达 调控 模式 
节 基 因 araC， 这 个 调节 基因 的 性 质 与 已 介绍 过 的 lac 及 gal 操纵 子 中 的 调节 基 
因 的 性 质 全 然 不 同 。AraC 蛋白 同时 显示 正 、 负 调节 因子 的 功能 。 在 lac 和 gal 操 
纵 子 中 ， 阻 遏 蛋白 只 能 作为 负 调 节 因 子 ， 而 cAMP-CRP 蛋白 只 能 是 正 调节 因 
子 。araB4 和 araC 基因 的 转录 是 分 别 在 两 条 链 上 以 相反 的 方向 进行 的 。 在 标准 
的 遗传 学 图 谱 /上 ,araB4AD 基因 簇 从 启动 子 Pop 开始 向 左 进行 转录 ,而 araC 基因 
则 是 从 P. 向 右 转录 (图 7-29)。 
激活 蛋白 
ER 
网 里 过 至 白 


ara CImRNA 


| CRP 结 合 位 点 
araO, araO aral -GO 节 ; 天 Che 


Pe Ppap araBAD mRNA 


操纵 区 AN 
I- 核 酮 糖 激酶 | 名 拉 伯 靖 L- 核 酮 糖 -5- 磷酸 
于 
CH,OH | i / CH,OH 
一 ( 胞 外 ) HO- 5- H < ”8H- 5- -OH<- 一 H-C- = 一 HO-C-H 
HO— = | HO— = H HO-— ee H 9 了 -4-OH 9 
CH,OH CH,OH CH:-O-P-O- CH-O-P-O 
L- 阿 拉 伯 糖 L- 核 酮 糖 @- O- 
( 胞 内 ) L- 核 酮 糖 -5-- 磷 酸 木 酮 糖 -5- 磷酸 


有 图 7-29 ara 操纵 子 上 游 调控 区 序列 与 功能 分 析 


ara 操纵 子 也 是 可 诱导 的 ,阿拉 伯 糖 本 身 就 是 诱导 物 。 在 野生 型 操纵 子 中 ， 
只 有 阿拉 伯 糖 存在 时 才 转 录 出 araB4 D mRNA ,而 有 葡萄 糖 存 在 时 则 不 转录 腺 
苷 酸 环 化 酶 缺陷 型 和 crp- 突 变 株 也 不 形成 araBAD mRNA， 说明 从 已 ， 起 始 的 
转录 过 程 也 需要 cAMP-CRP。 

1. araC 和 蛋白 的 正 负 调 节 作 用 

AraC 蛋白 既是 ara 操纵 子 的 正 调节 蛋白 ,又 是 其 负 调 节 和 蛋白 (图 7-29)。 我 
们 来 分 析 以 下 实验 结果 。 首 先 , 当 araC 基因 内 发 生 点 突变 或 缺失 突变 ,会 产生 不 
能 合成 araB4AD mRNA 的 araC 突变 株 。 其 次 ,构建 基因 型 为 FaraCyaraC- 的 局 部 
二 倍 体 细 胞 后 发 现 这 类 细胞 中 ara 操纵 子 可 以 被 诱导 ,说 明 araC- 等 位 基因 是 隐 
性 的 。 如 果 araC -突变 体 的 产物 是 突变 型 的 阻 遏 物 ,那么 ,araC- 对 于 araC' 来 说 至 
少 应 有 部 分 显 性 。 

遗传 学 上 的 其 他 证 据 如 araC 基因 的 琥珀 突变 ， 也 说 明 araC 基因 产物 是 一 


7.4 其 他 操纵 子 > 
种 蛋白 质 , 这 一 点 又 通过 AraC 蛋白 的 纯化 得 到 了 进一步 证 实 。 所 以 说 ,araBAD 
mRNA 的 合成 需要 一 个 有 功能 的 AraC 蛋白 ， 这 个 蛋白 与 诱导 物 阿拉 伯 糖 结合 
后 , 才 诱 导 araBAD 基因 表达 (图 7-30 )。 


RNA 聚合 酶 CRP 结合 位 点 


| araC mRNA 


AraC 蛋白 


有 图 7-30 ara 操纵 子 的 表达 调控 (a) 当 细胞 内 没有 AraC 蛋白 时 ,由 已 启 动 子 起 始 oraC 基因 转录 ;(b) 当 体 
系 中 葡萄 糖水 平 较 高 ， 阿 拉 伯 糖水 平 较 低 时 ,AraC 蛋白 与 操纵 区 O: 以 及 aral 诱导 因子 结合 区 上 半 区 相 结 合 ， 
形成 DNA 回转 结构 ,ara BAD 基因 不 表达 ;(c) 当 体系 中 有 阿拉 伯 糖 但 无 葡萄 糖 存在 时 ,AraC 蛋白 与 阿拉 伯 糖 
相 结 合 ， 改 变 构象 成 为 激活 蛋白 ,AraC 蛋白 同 源 二 聚 体 分 别 与 ora0 和 aral 区 相 结 合 ,DNA 回转 结构 被 破坏 ， 
RNA 聚合 酶 在 AraC 蛋白 和 CRP-cAMP 的 共同 作用 下 起 始 Pup 所 调控 的 结构 基因 表达 。 


有 实验 证 明 ， 当 AraC 蛋白 以 正 调控 因子 作用 时 ， 起 始 转 录 还 需要 cAMP- 
CRP 的 共同 参与 。 在 第 一 个 实验 里 ， 人 们 发 现 当 反应 体系 中 只 含有 ara 操纵 子 
DNA RNA 聚合 酶 .AraC 蛋白 及 cAMP-CRP 中 的 一 个 成 分 ,araBAD mRNA 的 转 
录 不 能 起 始 ， 说 明 只 有 AraC 蛋白 和 cAMP-CRP 协同 作用 才能 起 始 araB4D 的 
转录 。 在 第 二 个 实验 里 ,人 们 用 电镜 直接 观察 ara 操纵 子 DNA 分 子 (这 种 技术 可 
以 看 到 结合 了 RNA 聚合 酶 的 DNA 分 子 ) 发 现 ,除非 AraC 蛋白 和 cAMP-CRP 同 
时 存在 ,RNA 聚合 酶 一 般 不 能 与 该 操纵 子 DNA 结合 。 

2. AraC 蛋白 的 两 种 形式 

AraC 蛋白 作为 Pawp 活性 正 、 负 调节 因子 的 双重 功能 是 通过 该 蛋白 的 两 种 异 
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霹 本 7 基因 的 表达 与 调控 (上 ) 一 一 原核 基因 表达 调控 模式 


构 体 来 实现 的 ,一 般 认为 ,Pr 是 起 阻 遏 作用 的 形式 ,可 以 与 现在 尚未 鉴定 的 类 操 
纵 区 位 点 相 结合 ,而 Pi 是 起 诱导 作用 的 形式 , 它 通 过 与 Pap 启动 子 结合 进行 调 
节 。 推 测 Pr 和 Pi 这 两 种 结构 处 于 一 种 平衡 之 中 。 在 没有 阿拉 伯 糖 时 ,Pr 形式 
占 优 势 ; 一 旦 有 阿拉 伯 糖 存在 , 它 就 能 够 与 AraC 蛋白 结合 ,使 平衡 趋向 于 Pi 
形式 。 

3. 营养 状况 对 ara 操纵 子 活性 的 影响 

图 7-31 是 在 各 种 营养 状态 下 
ara 操纵 子 的 表达 情况 。 在 图 7-31a 
中 ,培养 基 含 有 葡萄 糖 ,cAMP-CRP 1 
没有 与 操纵 区 位 点 相 结 合 ,AraC 蛋 苯 弄 
白 处 于 Pr 形式 并 与 操纵 区 A 位 点 (a) 
结合 ,RNA 聚合 酶 不 能 与 P 结合 ， 


araC mRNA 


araC 基因 虽然 仍 有 转录 ,但 受到 抑 AMY mm 

制 ,只 有 少量 AraC 蛋白 形成 ,整个 

系统 几乎 处 于 静止 状态 。 它 虽然 不 ceAMP ol 

是 完全 关闭 ， 但 是 尽 可 能 地 关闭 

了 。 图 7-31b 中 没有 葡萄 糖 ,也 没 ®) 

有 阿拉 伯 糖 ， 因 为 没有 诱导 物 , 尽 cAMP 

管 有 cAMP-CRP 与 操纵 区 位 点 相 
结合 ,AraC 蛋白 仍 以 Pr 形式 为 ,>aro84DmRNA Mp 二 | 

主 ,无 法 与 操纵 区 B 位 点 结合 ,无 | PiL_) caplRNR 

araB4D mRNA 转录 。 图 7_31c 中 | 一 一 天 po 一 一 -| 


无 葡萄 糖 ,有 阿拉 伯 糖 ,大量 araC (c) 

基因 产物 以 下 形式 存在 ,并 分 别 与 目 图 7-31 各 种 营养 状态 下 ara 操纵 子 的 表达 
操纵 区 B\A 位 点 相 结合 ,在 调控 (RNA-P 代表 RNA 聚合 酶 ) (a) 有 葡萄 
cAMP-CRP 的 共同 作用 下 ,araC 和 糖 ,无 阿拉 伯 糖 ;(b) 无 葡萄 糖 , 无 阿拉 伯 粮 ; 
araBAD 基因 大 量 表达 ,操纵 子 充分 (c) 无 葡萄 糖 ,有 阿拉 伯 糖 。 

激活 。 


7.4.3 阻 过 蛋白 LexA 的 降解 与 细菌 中 的 SOS 应 答 


当 细菌 DNA 遭 到 破坏 时 (如 受到 紫外 线 照射 ) ,细菌 细胞 内 会 启动 一 个 被 
称 为 SOS 的 诱导 型 DNA 修复 系统 。 研 究 发 现 ,参与 SOS DNA 修复 系统 的 许多 
基因 虽然 分 散在 染色 体 的 各 个 部 位 ,但 都 同时 受 LexA 阻 遏 蛋白 的 抑制 ,平时 表 
达 水 平 很 低 。SOS 体系 的 诱导 表达 过 程 其 实 就 是 把 LexA 阻 歇 蛋 白 从 这 些 基因 
的 上 游 调控 区 移 开 的 过 程 。 

一 般 情况 下 ,rec4 基因 表达 并 不 完全 受 lexA 阻 遇 ,所 以 ,每 个 细胞 中 可 有 
1 000 个 RecA 蛋白 单 体 分 散在 细胞 质 中 。 当 DNA 严重 受 损 时 ,DNA 复制 被 中 
断 , 单 链 DNA 缺口 数量 增加 ,RecA 与 这 些 缺 口 处 单 链 DNA 相 结合 ,被 激活 成 
为 蛋白 酶 ， 将 LexA 蛋白 切割 成 没有 阻 过 和 操纵 区 DNA 结合 活性 的 两 个 片段 ， 
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有 图 7-32 大 肠 杆 菌 中 LexA 蛋白 阻 遏 的 SOS DNA 损伤 修复 系统 操纵 子 
的 表达 调控 模式 


导致 SOS 体系 (包括 rec4 基因 ) 高 效 表达 ,DNA 得 到 修复 (图 7-32)。 只 要 有 活 
化 信号 存在 ， 该 操纵 子 就 一 直 处 于 活性 状态 。 当 修复 完成 后 ， 活 化 信和 号 消失 ， 
RecA 蛋白 又 回 到 非 蛋 白水 解 酶 的 形式 ,LexA 蛋白 才 逐 步 积 累 起 来 ， 并 重新 建 
立 阻 歇 作 用 ,一 旦 RecA 蛋白 的 合成 停止 ,细菌 开始 生长 并 进行 分 裂 ,RecA 又 逐 
渐 地 稀释 到 原先 的 本 底 水 平 。 


7.4.4 ”二 组 分 调控 系统 和 信号 转 导 


细胞 生活 在 不 断 变化 的 环境 中 ,温度 .pH 和 渗透 压 变化 , 氧 分 压 变化 ,营养 
的 变化 及 细胞 浓度 的 变化 等 都 要 求 细 菌 必须 随时 作出 相应 的 反应 以 求 得 生存 。 
前 面 讨论 的 诱导 和 阻 遏 转录 调控 系统 均 是 通过 环境 中 的 小 分 子 效应 物 (诱导 物 
或 阻 遏 物 ) 直 接 与 调节 蛋白 结合 进行 转录 调控 ,但 是 在 较 多 情况 下 ,外 部 信号 并 
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二 本 7 基因 的 表达 与 调控 ( 上 ) 一 一 原核 基因 表达 调控 模式 


不 直接 传递 给 调节 和 蛋白， 而 是 首先 通过 传感器 
(sensor) 收 信号 ， 然 后 以 不 同方 式 传 到 调节 部 
位 ， 这 个 过 程 就 是 信号 转 导 (signal transduc- 
tion)。 目 前 已 知 的 最 简单 的 细胞 信号 系统 称 为 
二 组 分 系统 (two-component systems), 由 两 种 不 
同 的 蛋白 质 组 成 : 即位 于 细胞 质 膜 上 的 传 感 蛋 
日 (sensor protein), 因 该 蛋白 质 具 有 激酶 活性 ， 
所 以 又 称 传 感 激酶 及 位 于 细胞 质 中 的 应 答 调节 
蛋 日 (response regulator protein)。 表 7-4 列 出 了 
大 肠 杆菌 中 存在 的 各 种 二 组 分 调控 系统 。 传 感 
激酶 常 在 与 膜 外 环境 的 信号 反应 过 程 中 被 磷酸 
化 ,再 将 其 磷酸 基 团 转移 到 应 答 调 节 和 蛋白 上 , 磷 
酸化 的 应 答 调节 和 蛋白 即 成 为 阻 遏 或 激活 蛋白 ， 
通过 对 操纵 子 的 阻 遏 或 激活 作用 调控 下 游 基 因 
表达 (图 7-33 ) 。 


启动 子 操纵 区 基因 


有 图 7-33 细菌 中 参与 信号 转 
导 的 二 组 分 调控 系统 


表 7-4 大 肠 杆菌 中 存在 的 二 组 分 调控 系统 


氧气 缺乏 ArcB 


渗透 压 , 包 被 蛋白 EnvZ 
渗透 压 , 钾 离子 运输 KdpD 
磷酸 盐 清 除 PhoR 
氮 代 谢 NtrB 
硝酸 盐 呼 吸 作用 NarX 
硝酸 盐 和 亚 硝酸 盐 呼 吸 作用 NarQ 


7.4.5 ”多 启动 子 调控 的 操纵 子 
1. rRNA 操纵 子 


大 肠 杆菌 rRNA 操纵 子 (rrmnE) 上 有 两 个 启动 子 P 和 忆 ( 图 7-34), 在 对 数 生 
长 期 细菌 中 ,P, 起 始 的 转录 产物 比 忆 起 始 的 产物 多 3~5 倍 ， 所 以 PP 是 强 启动 


子 。 但 是 当 细菌 处 于 紧急 状态 时 ,如 氨基 酸 饥 
饿 条 件 下 ， 细 胞 中 ppGpp 浓度 增加 ,P, 的 作 
用 被 抑制 。 因 为 rRNA 是 细胞 中 人 蛋白质 合成 
机 器 一 一 核糖 体 的 重要 组 成 部 分 ， 不 能 完全 
停止 供应 ,由 户 起 始 的 rrmnE 基因 转录 就 显得 
越 来 越 重要 。 在 贫 靖 的 培养 基 中 ,细胞 增殖 组 


ppGPP 


Pp Pp, rrnE 


慢 时 ,PP 是 合成 rRNA 的 主要 启动 子 。 1 图 7-34 大 肠 杆菌 rmE 上 有 两 个 
2. 核糖 体 蛋 白 SI 操纵 子 启动 子 ( 忆 和 局 ) 随 着 ppGpp 浓度 
与 rnE 操纵 子 相 类 似 的 有 核糖 体 蛋 白 SI “*'' 至 源 关 阅 , 而 P 活 性 不 变 。 
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操纵 子 (rps4 ) , 它 也 受 应 急 反应 调节 。rps4 有 4 个 启动 子 , 可 能 是 大 肠 杆 菌 中 局 
动 子 最 多 的 操纵 子 。P、P, 是 强 启动 子 ,平时 主要 依靠 它们 来 启动 基因 的 表达 ， 
合成 [蛋白 , 忆 、P, 是 弱 启 动 子 ,只 有 在 紧急 情况 下 ,PP 启动 子 受 ppGpp 的 抑 
制 ,由 PP 起 始 合成 的 SI 蛋白 维持 了 生命 的 最 低 需 要 。 

3. DnaQ 蛋白 操纵 子 

DnaQ 蛋白 是 DNA 聚合 酶 全 酶 的 亚 基 之 一 ， 其 主要 功能 是 校正 DNA 复制 
中 可 能 出 现 的 错误 ,已 知 这 一 操纵 子 受 RNA 聚合 酶 活性 的 调节 ,并 拥有 两 个 启 
动 子 (图 7-35)。 在 RNA 聚合 酶 活性 较 低 ”pnaa Pp, Pp, 

时 ， 操 纵 子 的 转录 由 弱 启 动 子 已 控制 ;而 

RNA 聚合 酶 活性 较 高 时 ， 就 开始 利用 强 启 

动 子 P。 因 为 细胞 内 RNA 聚合 酶 活性 与 细 

胞 的 增殖 速度 有 关 , 也 就 是 说 ,在 细胞 染色 

体 复 制 比 较 缓 慢 时 ,RNA 聚合 酶 活性 往往 

较 低 ， 此 时 DnaQ 和 蛋白 的 合成 靠 弱 启动 子 RNA 聚合 酶 
忆 来 维持 。 当 细胞 增殖 速度 加 快 ,RNA 聚 
合 酶 活性 升 高 时 ,P 就 被 激活 ,DnaQ 蛋白 
的 合成 就 大 大 增加 。 

总 之 ,操纵 子 中 有 不 同 的 启动 子 , 它 们 有 不 同 的 强度 ,其 启动 作用 又 受 不 同 
因子 的 调控 。 许多 因素 相互 作用 , 才 使 基因 表达 更 加 有 效 ,更 加 协调 。 在 不 同 的 
生活 环境 中 ,不 同 的 启动 子 精密 地 调节 基因 的 表达 量 , 这 对 维持 细菌 的 生存 起 
着 非常 重要 的 作用 。 


7.5 固氮 基 因 调 控 


氮 是 所 有 生物 的 基本 组 成 成 分 ,蛋白 质 、 核 酸 及 许多 小 分 子 代 谢 产 物 都 是 
含 氮 化 合 物 。 没有 氮 ,就 没有 生命 。 虽 然 地 球 大 气 层 的 80% 是 氮气 ,但 是 有 能 力 
直接 利用 这 种 氮 源 的 却 仅 限于 几 类 原核 生物 。 某 些 豆 科 植物 通过 与 根瘤 菌 属 的 
固氮 菌 建立 共生 体系 ,也 具有 直接 利用 气态 氮 的 本 领 。 科 学 家 估计 ,地 球 上 的 动 
植物 共 含 氮 约 1.5x10"t, 而 每 年 通过 硝化 细菌 以 气态 氮 的 形式 释放 到 大 气 中 的 
氮 就 有 2x10~5x10* t, 全 世界 氮肥 厂 每 年 生产 的 化 肥 仅 含 氮 约 1 t, 所 以 ,如 果 
没有 生物 固氮 ,生命 很 快 就 不 复 存 在 了 。 

幸运 的 是 ,固氮 菌 从 事 着 与 硝化 、 脱 硝化 完全 相反 的 工作 ,它们 将 气态 氮 转 化 
成 能 被 宿主 植物 利用 的 氨 。 根 瘤 则 是 宿主 植物 为 适应 共生 固氮 所 产生 的 一 种 特 化 
的 器 官 ,便于 容纳 类 菌 体 并 为 其 提供 合适 的 环境 和 养分 ,维持 氮 的 固定 。 地 球 上 每 
年 约 有 2x10~5x105t 氮 通 过 这 一 途径 被 固定 ,生物 固氮 对 地 球 氮 代谢 的 贡献 比 所 
有 化 肥 厂 加 起 来 还 大 ,我 们 将 在 这 一 节 里 详细 研究 调控 这 一 共生 体系 的 各 种 因素 。 


7.5.1 根瘤 的 产生 
根瘤 菌 在 豆 科 植物 根 际 的 生长 以 及 与 宿主 植物 根 毛 幼 嫩 部 位 的 接触 是 感 


有 图 7-35 DnaQ 蛋白 操纵 子 表 达 
活性 受 RNA 聚合 酶 调节 
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本 7 基因 的 表达 与 调控 (上 ) 一 一 原核 基因 表达 调控 模式 
染发 生 的 第 一 步 。 通 常情 况 下 ,根瘤 菌 特定 小 种 的 宿主 范围 都 是 很 狭窄 的 ,如 
Rhizobium trifolii 主要 感染 三 叶 草 ,R.phaseoli 主要 感染 菜豆 ,R.Leguminosarum 
主要 感染 聋 豆 ( 表 7-5)。 当 然 , 每 个 小 种 中 可 能 有 些 株 系 能 感染 宿主 以 外 的 其 
他 豆 科 植物 。 


表 7-5 感染 各 种 植物 的 不 同根 瘤 菌 


| 三重 久 ， 


首 蒂 类 R. meliloti 首 蒂 


三 叶 草 类 R. trifolii 三 叶 草 

豌豆 类 R. leguminosarum 殉 豆 、 某 些 菜豆 及 扁豆 
菜豆 类 R. phaseoli 菜豆 

羽 肩 豆 类 B. lupine 羽 肩 豆 

大 豆 类 B. japonicum 大 豆 

开 豆 类 Cowpea rhizobia 花生 、 王 豆 , 金 合 欢 属 


根瘤 菌 细胞 以 极 性 的 方式 与 根 毛 接触 ,并 附着 到 植物 细胞 上 。 这 种 接触 的 
专 一 性 是 由 植物 凝血 素 和 细菌 细胞 壁 之 间 的 相互 作用 所 决定 的 。 植 物 凝 血 素 是 
由 植物 细胞 所 产生 的 一 种 糖 蛋 白 , 它 对 糖 基 有 很 高 的 亲和力 与 专 一 性 , 现 已 鉴 
定 出 根瘤 菌 细胞 壁 上 的 一 种 脂 多 糖 组 分 很 可 能 就 是 植物 凝血 素 的 受 体 。 有 实验 
表明 ,根瘤 菌 能 产生 一 定量 的 寡 聚 糖 来 刺激 植物 凝血 素 的 分 沁 ,由 基因 型 所 决 
定 的 根瘤 菌 宿 主 范围 ,可 能 受到 植物 基因 组 的 影响 ,因为 特定 的 植物 凝血 素 只 
能 识别 特定 的 细菌 表面 受 体 。 


7.S.2 ”固氮 酶 


20 世纪 60 年 代 初 期 ， 有 科学 家 将 上 晾 干 的 厌 氧 微生物 芽 胞 梭 菌 细胞 溶 于 
稀 盐 溶液 中 ， 离 心 后 取 上 清 ， 加 入 SN,， 一 定时 间 后 发 现 反应 体系 中 产生 了 
“NH;3。 进一步 研究 发 现 , 无 细胞 提取 液 中 的 固氮 酶 活性 会 很 快 地 .完全 地 被 空 
气 所 破坏 。 

N+8H*+32ATP— > 2NH3+H,+32ADP+32P. 

现 已 查 明 ,固氮 酶 所 催化 的 这 一 反应 是 通过 两 个 步骤 来 完成 的 。 组 分 工 是 
一 个 多 聚 蛋白 ， 由 两 个 相对 分 子 质量 各 为 5.0x104 的 wa 亚 基 和 两 个 相对 分 子 质 
量 各 为 6.0x104 的 B 亚 基 所 组 成 ,a 和 B 亚 基 分 别 由 nifD 和 nifK 基因 编码 。 由 
于 组 分 工 含有 4 个 [4Fe-4S] 连 接 桥 和 两 个 铁 - 钼 辅助 因子 (FeMoCo) ,所 以 常 被 
称 为 铁 钼 蛋白 (FeMo-protein)。 组 分 芽 由 两 个 完全 相同 的 相对 分 子 质量 各 为 
3.0x10 的 亚 基 所 组 成 ,由 nifH 基因 编码 , 常 被 称 为 铁 蛋 白 (Fe-protein)。 组 分 卫 
只 有 一 个 [4Fe-4S] 连 接 桥 ,位 于 两 个 亚 基 之 间 ,一 次 只 可 送出 一 个 电子 ,是 生物 
固氮 反应 中 的 “瓶颈 "。 

除了 上 述 两 个 主要 组 分 之 外 ， 有 证 据说 明 FeMoCo 在 固氮 反应 中 也 起 着 举 
足 轻重 的 作用 。FeMoCo 可 能 位 于 酶 - 底 结 合 活性 中 心 附 近 ,含有 1 mol Mo 与 
6 mol Fe 8 mol S, 能 被 从 铁 钥 蛋 白 中 分 离 出 来 。 分 离 纯化 的 FeMoCo 能 被 用 来 
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活化 铁 钼 蛋白 。 有 肺炎 克 氏 杆菌 nif8 .nifN nifE 突变 体 ， 不 能 产生 功能 型 
FeMoCo, 所 以 其 铁 钼 蛋白 无 固氮 活性 。 若 加 入 外 源 FeMoCo, 铁 钼 蛋白 的 活性 就 
得 到 恢复 。 有 报道 认为 , 铁 钼 蛋白 a 亚 基 上 的 第 275 位 半 胱 氨 酸 与 FeMoCo 的 
结合 是 组 分 工 正常 发 挥 生理 功能 所 必需 的 。 进 一 步 的 研究 还 发 现 , 铁 钼 蛋白 的 
活性 中 心 可 能 在 该 亚 基 第 191 位 谷 氨 酰胺 和 第 195 位 组 氨 酸 附近 ,因为 若 分 别 
用 赖 氨 酸 取代 谷 氨 酰胺 由, 用 天 冬 酰 胺 取代 组 氨 酸 鲁 , 铁 钼 蛋白 的 固氮 活性 明 
显 下 降 ( 表 7-6)。 


表 7-6 几 种 不 同 突 变 体 中 的 固氮 酶 活性 比较 


野生 型 CAGTCCCTGGCCACCACATC 40.6 18.7 
DJ357 AnifDK ::Kmr Sw 0 48.5 
DJ178 a — His195 一 Asn CAGTCCCTGGCAACCACATC 4. 26.3 
DJ255 a — Cln191 一 Lys CGCGGCGTTTCCAAGTCCCTG 1.4 39.5 


在 还 原 氮 的 同时 , 周 氮 酶 还 有 一 个 次 要 的 活性 , 它 能 把 氨 质 子 还 原 成 分 子 
氢 。 这 一 反应 不 利于 提高 固氮 酶 活性 ,因为 它 既 消耗 了 能 量 又 产生 了 能 竞争 性 
抑制 固氮 活性 的 氢 分 子 。 根 瘤 菌 中 有 些 株 系 (Eup*) 能 通过 氢化 酶 的 作用 催化 氢 
和 和 氧 的 结合 ,从 而 利用 反应 中 释放 的 氢 。 这 一 反应 使 得 在 质子 还 原 过 程 中 丢失 
的 某 些 ATP 再 生 ,还 有 助 于 除去 固氮 酶 附近 的 分 子 氧 。 


7.5.3 ”与 固 所 有关 的 基因 及 其 调控 


通过 对 许多 快速 生长 的 根瘤 菌株 系 ,如 R.irifolii、R.leguminosarum、R.phase- 
oli 和 R.meliloti 的 研究 ， 发 现 与 形成 固氮 根瘤 有 关 的 许多 基因 都 位 于 染色 体外 
的 大 质粒 上。 有些 根 瘤 菌 的 突变 体 不 能 使 植物 形成 根瘤 (nod-) 或 者 不 能 使 植物 
固氮 (hix-) ,原因 就 在 于 这 些 质粒 的 特定 部 位 发 生 了 缺失 突变 。 在 较 高 温度 条 件 
下 (>33 世 ), 培 养 野 生 型 R.leguminosarum(nod’fix*) ,使 质粒 DNA 丢失 ,也 使 得 这 
些 细菌 也 丧失 了 与 静 豆 共生 根瘤 的 能 力 。 可 以 通过 转化 或 转 导 的 方法 使 根瘤 菌 
的 质粒 在 不 同 株 系 之 间 转 移 ， 当 质粒 DNA 从 野生 型 nodyix* 转 移 到 缺少 这 些 功 
能 的 突变 株 系 中 ,就 能 使 这 些 突变 体 获 得 形成 根瘤 .进行 生物 固氮 的 本 领 . 类 似 
的 实验 还 表明 ,根瘤 菌 的 宿主 范围 也 是 由 质粒 决定 的 。 例 如 ,野生 R.phaseoli 只 
能 使 菜豆 形成 根瘤 ， 但 若 消除 其 本 身 所 带 的 质粒 后 导 人 R.leguminosarum 的 质 
粒 ,该 重组 R.phaseoli 就 能 使 豌豆 形成 根瘤 。 在 Hup'* 株 系 中 ,编码 氧化 酶 系统 的 
基因 也 位 于 质粒 DNA 上 。 

1. mif4L 基因 座 对 整个 固氮 酶 系统 基因 转录 活性 的 调节 

实验 证 明 ,nif4L 基因 控制 了 整个 固氮 酶 系统 的 表达 和 活性 。 如 图 7_36 所 
示 , 才 突变 nif4 基因 ,那么 固氮 酶 和 其 他 所 有 已 知 的 nif 基因 产物 都 会 消失 。 若 
再 将 野生 型 nif4 基因 用 质粒 DNA 的 形式 导入 上 述 突变 株 中 ,nif 操纵 子 的 功能 
就 得 到 恢复 。 事 实 上 ,mp 和 nifL 基因 产物 分 别 是 nif 操纵 子 (nifAL 本 身 除外 ) 
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二 7 基因 的 表达 与 调控 (上 ) 一 一 原核 基因 表达 调控 模式 


的 正和 负 调 控 因子 。 研究 发 现 , 当 细胞 内 没有 nifL 蛋白 质 时 ,nifA 基因 产物 足以 
激活 其 他 nif 基因 的 表达 ,其 至 在 有 NH 和 0, 存在 时 也 如 此 。nif 野 生 型 克 氏 肺 
炎 杆 菌 UNF928 中 固氮 酶 的 活性 完全 被 10 mmol/L NH 所 抑制 ， 而 UNF714 由 
于 带 有 突变 型 nif4L 基因 ,所 以 固氮 酶 活性 为 零 。 若 将 带 有 nif4 质粒 DNA 正 向 
表达 载体 pMC73A 导入 UNF714 中 ,不 但 能 完全 恢复 野生 型 固氮 酶 活性 ,而 且 
在 10 mmol/L NH 中 仍 有 159%~30% 的 活性 。 很 显然 ,nif4 基因 对 UNF714 固氮 
酶 活性 的 影响 是 通过 反 式 作用 因子 来 实现 的 ,因为 导入 带 有 反 义 nif4 基因 的 载 
体 pMC73B 没有 诱发 UNF714 固氮 基因 转录 ( 表 7-7)。 
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有 图 7-36 nif 操 纵 子 结构 图 


表 7-7 克 氏 肺炎 杆菌 固氮 酶 活性 与 nif4 质粒 的 关系 


UNF928 100 0.005 
UNF714 0 0 
UNF714 + pMC73A 230 27 
UNF714 + pMC73B 0.1 0.1 
UNF1780( glnA100 一 nif) 0.05 0.075 
UNF1780 + pMC73A 174 80 
UNF1780 + pMC73B 0.005 0. 005 


研究 发 现 ,nifA 蛋白 质 对 nifH 启动 子 的 转录 激活 作用 与 NH 及 0, 浓度 无 
关 ( 表 7-8 )。 克 氏 肺 炎 杆菌 固氮 基因 突变 株 UNF921 由 于 缺乏 nif4L 基因 产物 ， 
所 以 连接 在 nifH 启动 子 后 的 B- 半 乳糖 苷 酶 活性 不 论 有 无 NH; 存在 都 几乎 为 
零 。 导 入 带 有 功能 型 nif4 基因 的 质粒 pMC71A 后 ,nifH 启动 子 所 介 导 的 B- 半 好 
糖苷 酶 活性 达到 2 000 U 左右 ， 受 nifA 蛋白 激活 的 wp 基因 表达 与 NH 的 存 
在 与 否 无 关 。 若 用 上 述 nifH ::lacZ 融合 基因 构建 多 拷贝 小 型 质粒 pJB31 并 导入 
克 氏 肺炎 杆菌 中 ,发 现 它 能 在 nif 野生 型 株 系 UNF931 中 得 到 正常 表达 ,并 受到 
NH 浓度 的 严格 控制 。 在 带 有 pJB31 质粒 DNA 的 大 肠 杆菌 MC1061 细胞 中 ， 
nifH 启动 子 无 活性 ， 所 以 不 表达 B- 半 乳糖 苷 酶 。 有 意思 的 是 ， 若 同时 导 人 
PMC71A 质粒 DNA ,nifH 启动 子 立即 被 激活 ， 而 且 这 一 活性 与 NH'* 的 存在 基本 
无 关 。 带 有 pMC71A 质粒 DNA 的 UNF921 株 系 中 nifH 启动 子 指导 的 B- 半 乳糖 
苷 酶 活性 不 受 分 子 氧 的 抑制 ,而 带 有 pRD1 质粒 (功能 型 nif4L 基因) 的 菌株 同 
时 受到 分 子 氧 和 NH 浓度 的 负 调控 ,充分 说 明 nif4 基因 产物 在 调控 其 他 nif 基 
因 表达 时 的 重要 性 。 


7.5 固氮 基因 调控 > 


上 :二 EE 


表 7-8 nifH 启动 子 指导 的 B- 半 乳 糖苷 酶 基因 表达 与 nifA 基因 产物 的 关系 


UNF921( lacZ ;nifH ) 


乳糖 芽 酶 滞 性 /相对 单位 


UNF921 + pMC71A 1 953 2 267 

UNF931 + pJB31 2 200 2 

MC1061 + pJB31 3 | 2 

MC1061 + pJB31 + pMC71A 6 027 | 4 246 

本 3 + 0， 0 

UNF921 4 2 3 
UNF921 + pMC71A 1 570 3 000 
UNF921 + pRDI 


根瘤 内 或 体外 培养 的 根瘤 菌 固氮 酶 活性 一 般 受 NH; 含量 和 0, 浓度 两 大 环 
境 因子 的 影响 。 固 氮 酶 活性 与 培养 基 中 NH; 含量 呈 负 相关 , 当 培养 基 中 NH; 的 
量 高 于 70~100 ug/mL(4 mmol/L) 时 ,固氮 酶 活性 完全 消失 。 那么 ,NH 究竟 是 怎 


样 决定 nif4L 基因 表达 与 否 呢 ? 


2. nir4 .ntrB 及 ntrC 共同 调控 nif4 基因 活性 

人 们 早 就 知道 ,有 些 mn 矿 突变 体 的 突变 位 点 在 已 知 的 ni 区 以 外 (图 7-37)。 
有 两 组 这 样 的 突变 体位 于 质粒 上 90 min gin4 基因 附近 (但 不 是 gin4 本 身 )， 
分 别称 为 ntrB 和 ntrC (ntr,nitrogen regulation, 氮 调控 ), 男 有 一 组 位 于 质粒 上 


70 min 处 , 称 为 ntr4 。nifA 基因 产物 
只 有 在 mir4 .ntrC 基因 产物 的 共同 
作用 下 才能 正常 工作 ,激活 nif 操纵 
子 群 ,而 ntrC 基因 (不 是 ntr4 基因 ) 
的 活性 是 直接 受 NH; 影响 的 ,NH; 浓 
度 较 高 时 ,ntrC 基因 产物 没有 转录 
活性 ,看 起 来 ,nir 系统 像 一 个 粗 调 开 
关 ， 而 nifAL 系统 则 像 一 个 微调 开 
关 ,两 者 共同 作用 ,控制 了 ni 基因 
的 表达 。 

分 子 生物 学 研究 发 现 ， 由 ginD 
编码 的 尿 苷 酸 转移 酶 负责 把 UMP 
加 到 受 体 蛋白 上 。 当 细胞 质 内 谷 氮 
酰胺 :a- 酮 戊 二 酸 的 比值 较 低 时 ， 
UMP 就 在 ginD 基因 产物 的 作用 下 
被 转移 到 GlnB 蛋白 上 ， 反 之 则 从 
GlnB 蛋白 上 脱 去 UMP。 不 带 有 UMP 
的 GlnB 蛋白 能 与 ntrB 产物 相 结 合 
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his 
有 图 7-37 与 固氮 有 关 的 基因 在 克 氏 肺炎 杆 
染色 体 上 的 定位 lac :乳糖 操纵 子 ;tmp: 色 氨 酸 
合成 酶 系统 ;shi4 : 茉 草酸 合成 途径 酶 系统 ，; 
his: 组 氨 酸 合成 途径 ;8gua: 鸟 嘎 吟 合成 途径 ; 
gtn4 : 谷 扎 酰胺 合 酶 。 
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号 本 7 基因 的 表达 与 调控 (上 ) 一 一 原核 基因 表达 调控 模式 
并 导致 ntrC 基因 产物 去 磷酸 化 ,丧失 启动 nifAL 基因 转录 的 功能 。 当 细胞 内 游 


离 氨 含量 较 低 时 ,GlnB 蛋白 被 尿 苷 化 并 与 NtrB 蛋白 分 离 ,使 后 者 蛋白 激酶 的 功 
能 得 到 发 挥 ,将 NtrC 蛋白 磷酸 化 而 激活 nif 操纵 子 系统 (图 7-38)。 研 究 表明 ， 
mtr4 基因 编码 的 6 因子 也 是 激活 nif 系统 所 必需 的 。 
UMP 
sn rin AE wr son 攻 人 
含量 低 


没有 UMP 的 GlnB 能 与 ntrB 相 结合 
(P) 


Gln 含量 低 去 UMP 
细胞 内 氨水 平 低 时 一 -两 皮 三 本 wu 
En 加 


有 图 7-38 细胞 内 氨水 平 对 nif 基 因 转 录 活 性 的 调控 


3. 豆 血 红 和 蛋白 及 根瘤 素 基 因 的 调控 

忌 血 红 和 蛋白 (leghemoglobin,Lb) 在 体内 的 主要 功能 是 调节 根瘤 细胞 氧 含 量 ， 
它 是 根瘤 细胞 中 植物 基因 组 编码 的 最 主要 的 蛋白 质 ,其 血红 素 辅 基 可 能 是 由 细 
菌 编码 的 。 脱 辅 基 后 的 Lb 蛋白 相对 分 子 质量 为 1.56x104~1.59x101, 已 经 发 现存 
在 4 种 不 同 的 Lb 异 构 体 (Lba、Lbcl Lbc2 和 Lbc3) ,它们 在 氨基 酸 序列 上 虽然 
只 有 微小 差异 ,但 仍然 由 不 同 的 基因 编码 。 分 析 Lba 和 Lbe 基因 的 核 苷 酸 序列 
表明 ,它们 的 读 码 框 中 插入 了 3 个 长 短 不 一 的 内 会 子 , 因 此 这 些 基因 的 总 长 度 
不 一 样 。 氮 基 酸 序列 分 析 证 实 ,Lb 与 动物 肌 红 蛋白 存在 同 源 性 。 

除了 Lb 以 外 ,至 少 还 有 20 种 其 他 多 肽 是 由 植物 基因 组 编码 但 只 在 根瘤 菌 
诱导 的 细胞 中 得 到 表达 ,这些 蛋白 质 (包括 Lb) 统 称 根瘤 素 (nodulin)。 科 学 家 通 
过 被 B.juponicum 感染 的 大 豆 根 瘤 细 胞 对 根瘤 素 进 行 了 详细 的 研究 ， 并 根据 其 
生理 功能 将 其 分 为 3 类 :第 一 类 是 根瘤 结构 蛋白 ;第 二 类 是 负责 将 类 菌 体 固定 
的 氮 素 同化 并 转移 到 植物 体内 的 酶 系统 ;第 三 类 是 维持 类 菌 体 功 能 所 必需 的 蛋 
白质 。Lb 就 属于 第 三 类 根瘤 素 ， 它 在 根瘤 固氮 体系 中 起 着 不 容 忽视 的 作用 , 因 
为 细胞 内 氧 浓度 一 般 都 在 数 百 微 摩 尔 左 右 ， 而 固氮 酶 只 能 在 几 十 纳 摩尔 0, 浓 
度 下 才能 正常 工作 ,这 对 了 矛盾 就 是 依靠 Lb 得 到 解决 的 。 如 果 将 细胞 内 0; 浓度 
降低 到 几 十 纳 摩尔 以 下 ,呼吸 系统 的 主要 酶 类 早已 停止 了 反应 ,根本 不 可 能 为 


区 


7.6_ 转 录 水 平 上 的 其 他 调控 方式 > 
细胞 的 生命 活动 提供 能 量 。 Lb 对 0 有 极 高 的 亲和力 , 它 与 大 量 自由 0; 相 结合 ， 


既 大 大 降低 了 自由 0, 浓度 ， 又 能 将 分 子 氧 直接 输送 到 呼吸 链 ， 真 可 谓 一 石 二 
鸟 ,天 衣 无 缝 ( 表 7-9)。 


表 7-9 大 豆 根 痛 细胞 内 氧 浓 度 变化 分 析 


2 请 ra 
"te 这 4 本 | 于 障 > jt 


> 


Lb 含量 300 mol/L 3 000 pmol/L 
Lb 氧化 程度 0.2 0.2 

氧 吸 附 量 60 pmol/L 600 pmol/L 
自由 氧 浓度 11 nmol/L 11 nmol/L 
吸附 氧 /自由 氧 5 500 55 000 


曾 有 人 用 大 豆 根瘤 特异 性 cDNA 进行 选择 性 杂交 ,并 利用 与 多 核糖 体 相 结 
合 的 多 聚 腺 苷 化 RNA 进行 体外 翻译 ， 发 现 每 一 个 含 类 菌 体 的 根瘤 细胞 内 可 有 
600 000 个 与 核糖 体 相 结合 的 mRNA 分 子 ,其 中 大 约 有 90 000 个 (1$% ) 是 Lb 
mRNA 分 子 。 总 之 ,共生 固氮 是 一 个 很 有 意思 的 体系 。 人 类 虽然 不 一 定 能 在 不 久 
的 将 来 使 禾 谷类 植物 固氮 ,但 对 豆 科 植 物 与 固氮 菌 的 相互 识别 及 固氮 基因 调控 
因子 的 研究 , 却 一 定 可 以 更 加 丰富 我 们 对 植物 和 微生物 界 的 认识 。 


7.6 ”转录 水 平 上 的 其 他 调控 方式 


转录 过 程 涉 及 转录 机 器 附着 于 DNA ,识别 启动 子 序列 ,起 始 RNA 的 合成 ， 
延伸 和 终止 。 转 录 的 任何 一 步 都 受到 调控 ,其 中 某 些 步骤 是 主要 的 调控 点 ,比如 
RNA 转录 的 起 始 相 对 延伸 和 终止 来 说 。 自 然 选择 使 得 生物 的 调控 策略 达到 最 优 
化 。 转 录 过 程 的 调节 是 生物 基因 表达 调节 最 有 效 的 方式 。 


7.6.1 er 因子 的 调节 作用 


不 同 的 ex 因子 可 以 独立 地 起 作用 ,但 是 ,为 了 保证 细胞 准确 响应 不 同 的 环 
境 信号 变化 ,or 因子 之 间 常 党 交互 作用 构成 网 络 调控 模式 ， 使 得 原核 基因 的 表 
达 稳 定 而 平衡 。o 因子 本 身 的 活性 受到 蛋白 水 解 酶 的 调控 ,也 能 被 同 源 的 抗 er 
因子 失 活 。 这 些 抗 o 因子 能 够 与 特定 的 ex 因子 结合 ,阻止 它们 与 RNA 聚合 酶 
的 组 装 。 

营养 物 缺乏 时 , 革 兰 阳性 菌 Bacillus 会 形成 孢子 来 渡 过 困难 时 期 。 其 孢子 
的 形成 需要 4 种 不 同 的 og 因子 。o* 和 o* 存在 于 母 细 胞 中 ,一 旦 开始 形成 移 子 
就 产生 or” 和 os。o* 和 ow™ 先 以 非 活 性 的 前 体形 式 被 合成 ,经 过 特定 的 蛋白 酶 作 
用 转变 成 活性 形式 。 ez 也 是 以 非 活 性 形式 (与 抗 r 因子 Spo I[ AB 结合 ) 存 在 于 
胞 子 中 ,环境 刺激 导致 Spo 卫 AA 抗 - 抗 o 因子 去 磷酸 化 ,并 特异 性 地 与 抗 o 因 
子 Spo 了 AB 结合 ,释放 出 有 活性 的 cr"( 图 7-39)。 活 性 ex 促使 早期 孢子 形成 相关 
基因 ,包括 cc 和 需要 进入 母 细 胞 中 降解 前 体 o* 蛋白酶 基因 的 转录 。 活 性 cc 主 
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非 活 性 形式 


SpoJI AB 与 
SpoJIAA 结合 


活性 o" 因子 被 释放 


有 图 7-39 or 的 两 种 存在 形式 


要 激活 后 期 抱 子 形成 相关 基因 和 需要 进入 母 细 胞 中 降解 前 体 ex 的 蛋白 酶 基因 
的 转录 。 


7.6.2 组 蛋白 类 似 蛋 白 的 调节 作用 


细菌 中 存在 一 些 非特 异性 的 DNA 结合 蛋白 ， 用 来 维持 DNA 的 高 级 结构 ， 
被 称 为 组 蛋白 类 似 蛋 白 (histone-like proteins)。 细 菌 中 的 H_NS 蛋白 ,就 以 非特 
异性 的 方式 结合 DNA ,维持 其 高 级 结构 。H-NS 包含 2 个 结构 域 ,一 个 DNA 结 
合 结构 域 和 一 个 蛋白 - 恒 白 相互 作用 结构 域 .H_NS 先 结合 到 DNA 上 ,然后 通过 
蛋白 -蛋白 相互 作用 形成 四 聚 体 或 者 多 聚 体 ,帮助 维持 DNA 的 高 级 结构 。 另 外 ， 
H-NS 与 大 肠 杆菌 基因 组 上 分 散 的 大 量 基 因 的 调控 区 有 较 高 的 亲 和 性 ， 这 些 基 
因 大 都 与 环境 条 件 的 变化 有 关 。H-NS 非特 异性 结合 在 这 些 DNA 上 ,抑制 这 些 
基因 的 转录 。 这 些 基 因 的 转录 激活 需要 特定 的 转录 因子 参与 。 


7.6.3 ”转录 调控 因子 的 作用 


能 够 与 基因 的 启动 子 区 相 结合 ， 对 基因 的 转录 起 激活 或 抑制 作用 的 DNA 
结合 蛋白 被 称 为 转录 调控 因子 。 大 肠 杆菌 基因 组 中 有 300 多 个 基因 编码 这 样 的 
和 蛋白质， 它们 大 多 数 是 序列 特异 性 的 DNA 结合 蛋白 ， 能 够 与 特定 的 启动 子 结 
合 。 有些 能 够 调控 大 量 基 因 的 表达 ,而 有 些 仅 调控 一 两 个 基因 的 表达 .转录 调控 
因子 CRP、FNR\IHF Fis ,ArcA .NarL 和 Lrp 调控 了 50% 基 因 的 表达 ， 而 约 有 60 
个 转录 因子 仅 能 特异 性 结合 一 两 个 启动 子 。 有 些 转 录 因 子 对 某 个 基因 起 激活 作 


7.6_ 转 录 水 平 上 的 其 他 调控 方式 丁力 


用 , 却 对 另 一 个 基因 起 抑制 作用 。 有 些 转录 因子 对 同一 基因 也 能 发 挥 两 种 不 同 
的 作用 ， 如 AraC 蛋白 在 结合 阿拉 伯 糖 前 后 就 分 别 起 着 抑制 和 激活 阿拉 伯 糖 操 
纵 子 基因 转录 的 作用 。 许 多 基因 的 启动 子 区 有 多 个 转录 调控 因子 的 结合 位 点 ， 
这 些 转 录 调 控 因 子 的 共同 作用 才能 使 RNA 聚合 酶 顺利 地 结合 在 DNA 上 起 始 
基因 转录 的 过 程 。 


7.6.4” 抗 终止 因子 的 调节 作用 


抗 终止 因子 是 能 够 在 特定 位 点 阻止 转录 终止 的 一 类 蛋白 质 。 当 这 些 蛋 白质 
存在 时 ,RNA 聚合 酶 能 够 越过 终止 子 ,继续 转录 DNA。 这 种 基因 表达 调控 机 制 
主要 见于 噬菌体 和 少数 细菌 中 。 在 RNA 聚合 酶 到 达 终 止 子 之 前 与 RNA 聚合 
酶 结合 ,因为 在 终止 子 上 游 存 在 抗 终止 作用 的 信号 序列 ,只 有 与 抗 终止 因子 相 
结合 的 RNA 聚合 酶 才能 顺利 通过 具有 茎 环 结构 的 终止 子 ,使 转录 继续 进行 (图 
7-40)。 


有 图 7-40 抗 终止 子 的 通读 作用 “(a) 开 始 转录 ;(b) 缺 少 
抗 终 止 因 子 ;(ce) 存 在 抗 终止 因子 。 


参与 大 肠 杆 菌 抗 终止 作用 的 蛋白 是 Nus 蛋白 。 转 录 起 始 不 久 ,o 因 子 从 
RNA 聚合 酶 上 解 离 下 来 ,NusA 蛋白 就 结合 到 了 核心 RNA 聚合 酶 上 .NusA 的 结 
合 增加 了 RNA 聚合 酶 在 终止 子 发 来 结构 处 暂停 的 过 程 ， 从 而 促进 抗 终止 作用 
的 发 生 。 NusA 和 cr 因子 不 能 同时 结合 到 RNA 聚合 酶 上 。 只 要 RNA 聚合 酶 结合 
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号 本 7 基因 的 表达 与 调控 (上 ) 原核 基因 表达 调控 模式 


在 DNA 上 ,NusA 就 不 会 从 RNA 聚合 酶 上 解 离 ， 而 o 因子 可 以 取代 游离 RNA 
聚合 酶 上 的 NusA ,因此 ,在 转录 起 始 和 终止 的 过 程 中 RNA 聚合 酶 分 别 受到 cr 
因子 和 NusA 的 调控 。 大 肠 杆菌 核糖 体 RNA 编码 基因 rrn 的 转录 就 是 抗 终止 转 
录 的 典型 。 当 结合 有 NusA 的 RNA 聚合 酶 遇 到 boxA 终止 序列 时 ,NusB/S10 抗 
终止 因子 在 NusG 的 帮助 下 与 RNA 聚合 酶 结合 ,实现 抗 终止 (图 7-41 )。 


BoxA=JTOGCTCTTTAACA 


有 图 7-41 抗 终止 子 参 与 大 肠 杆 菌 rm 基因 转录 的 调控 ” 当 结 合 有 NusA 的 RNA 聚合 酶 遇 到 BoxA 
终止 序列 时 ,NusB/S10 抗 终止 因子 可 在 NusG 的 作用 下 与 RNA 聚合 酶 结合 ,实现 抗 终 止 。 


7.7 转录 后 调控 


基因 表达 的 转录 调控 是 生物 最 经 济 的 调控 方式 ， 既 然 用 不 着 某 种 蛋白 质 ， 
就 大 可 不 必 转 录 了 。 但 转录 生成 mRNA 以 后 ,再 在 翻译 或 翻译 后 水 平 进行 “ 微 
调 " ,是 对 转录 调控 的 补充 , 它 使 基因 表达 的 调控 更 加 适应 生物 本 身 的 需求 和 外 
界 条 件 的 变化 。 


7.7.1 _ mRNA 自身 结构 元 件 对 翻译 起 始 的 调节 


原核 生物 的 翻译 要 靠 核 糖 体 30S 亚 基 识别 mRNA 上 的 起 始 密码 子 AUG ， 
以 此 决定 它 的 可 译 框 架 ,AUG 的 识别 由 fMet-tRNA 中 含有 的 碱 基 配 对 信息 
(3'-UAC-5') 来 完成 。 原 核 生 物 中 还 存在 其 他 可 选择 的 起 始 密码 子 ,14% 的 大 
肠 杆菌 基因 起 始 密 码 子 为 GUG ,3% 为 UUG , 另 有 两 个 基因 使 用 AUU。 这 些 不 
常见 的 起 始 密码 子 与 fMet-tRNA 的 配对 能 力 较 AUG 弱 , 从 而 导致 翻译 效率 的 
降低 。 有 研究 表明 , 当 AUG 被 替换 成 GUG 或 UUG 后 ,mRNA 的 翻译 效率 降低 
了 8 信 。 

遗传 信息 翻译 成 多 肽 链 起 始 于 mRNA 上 的 核糖 体 结合 位 点 (ribosome bind- 
ing site,RBS)， 一 般 是 起 始 密 子 AUG 上 游 的 包括 SD 序列 在 内 的 一 段 非 翻译 
区 ,该 序列 与 核糖 体 16S rRNA 的 3' 端 互补 配对 ,促使 核糖 体 结合 到 mRNA 上 ， 
有 利于 翻译 的 起 始 。RBS 的 结合 强度 取决 于 SD 序列 的 结构 及 其 与 起 始 密码 
AUG 之 间 的 距离 。SD 与 AUG 之 间 相 距 一 般 以 4~10 个 核 苷 酸 为 佳 ,9 个 核 苷 酸 
为 最 佳 。 

此 外 ,mRNA 的 二 级 结构 也 是 翻译 起 始 调控 的 重要 因素 ,因为 核糖 体 的 30S 


7.7 转录 后 调控 > 


亚 基 必须 与 mRNA 结合 ,要 求 mRNA5S“ 端 有 一 定 的 空间 结构 。SD 序列 的 微小 变 
化 ,往往 会 导致 表达 效率 上 百倍 甚至 上 千 倍 的 差异 ,这 是 由 于 核 苷 酸 的 变化 改 
变 了 形成 mRNA5S' 端 二 级 结构 的 自由 能 ,影响 了 核糖 体 30S 亚 基 与 mRNA 的 结 
合 ,从 而 造成 了 蛋白 质 合成 效率 上 的 差异 。 


7.7.2 ”mRNA 稳定 性 对 转录 水 平 的 影响 


所 有 细胞 都 有 一 系列 核酸 酶 ， 用 来 清除 无 用 的 mRNA。 一 个 典型 的 细菌 
mRNA 半衰期 为 2~3 min。mRNA 分 子 被 降解 的 可 能 性 取决 于 它们 的 二 级 结构 。 
大 肠 杆菌 有 一 个 CsrAB 调节 系统 。CsrA 为 一 个 RNA 结合 蛋白 ,CsrB 是 一 个 非 
编码 的 RNA 分 子 。CsrA 可 以 结合 到 受 其 调控 的 mRNA 上 ， 也 可 以 与 CsrB 的 
RNA 分 子 相 结合 。 每 个 CsrB RNA 分 子 最 多 可 结合 18 个 CsrA 蛋白 。 

在 静止 期 细菌 细胞 内 , 糖 以 糖 原 的 形式 被 储藏 起 来 ;在 细胞 快速 生长 周期 ， 
通过 糖 酵 解 途 径 消耗 糖 ， 这 两 个 过 程 的 平衡 就 是 由 CsrAB 调节 系统 来 完成 的 。 
CsrA 蛋白 可 激活 糖 酵 解 过 程 并 抑制 葡萄 糖 和 糖 原 的 合成 。 在 糖 原 合 成 途径 中 ,如 
果 CsrA 蛋白 结合 到 glg 基因 的 mRNA 分 子 上 ,该 mRNA 分 子 就 易于 受 核酸 酶 攻 
击 , 其 降解 过 程 加 快 ,其 作为 蛋白 质 合 成 模板 的 功能 就 受到 抑制 (图 7-42)。 


稳定 构象 相 
gilg mRNA 
蛋白 结合 。 CsrB mRNA 
35 人 不 稳定 构象 


有 图 7-42 CsrA 蛋白 调控 glg mRNA 的 稳定 性 
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十 二 7 基因 的 表达 与 调控 (上 ) 一 一 原核 基因 表达 调控 模式 


7.7.3 ”调节 和 蛋白 的 调控 作用 


细菌 中 有 些 mRNA 结合 蛋白 可 激活 靶 基 因 的 翻译 。 大 肠 杆 菌 BipA 蛋白 就 
具有 依赖 于 核糖 体 的 GTP 酶 活性 ,能够 激活 转录 调控 蛋白 fis mRNA 的 翻译 ,是 
fis 蛋白 质 合 成 所 必需 的 。 

相反 ,mRNA 特异 性 抑制 蛋白 则 通过 与 核糖 体 竞 争 性 结合 mRNA 分 子 来 抑 
制 翻译 的 起 始 .大 肠 杆菌 中 核糖 体重 白 就 存在 翻译 抑制 现象 _rRN4 rip 
转录 和 翻译 将 产生 核糖 体 和 蛋白 ,由 于 这 些 蛋 白 与 rRNA 分 子 的 亲和力 较 强 ,只 
细胞 中 有 足够 的 rRNA 分 子 ,核糖 体 蛋 白 就 不 会 结合 到 自身 mRNA 分 子 上 。 的 
胞 中 缺乏 足够 的 rRNA 分 子 时 ,核糖 体 蛋白 只 能 结合 到 自身 mRNA 分 子 上 ,导致 
该 mRNA 的 RBS 位 点 被 封闭 ， 和 蛋白 质 合成 停止 (图 7-43)。 这 种 机 制 保证 了 
rRNA 和 核糖 体重 白 在 数量 上 的 平衡 。 
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有 图 7=43 核糖 体 蛋 白 对 自身 mRNA 翻译 的 抑制 作用 


7.7.4 反 义 RNA 的 调节 作用 


RNA 调节 是 原核 生物 基因 表达 转录 后 调节 的 另 一 种 重要 机 制 , 细 菌 响应 环 
境 压 力 (氧化 压力 ,渗透 压 ,温度 等 ) 的 改变 ,会 产生 一 些 非 编码 的 小 RNA 分 子 ， 
能 与 mRNA 中 的 特定 序列 配对 并 改变 所 配对 mRNA 分 子 的 构象 ， 导 致 翻译 过 
程 被 开启 或 者 关闭 ,也 可 能 导致 目标 mRNA 分子 的 快速 降解 。 

细菌 铁 蛋 白 用 来 储存 细胞 中 过 剩 的 铁 离子 。b/fr 基因 编码 细菌 铁 蛋 白 ,而 
anti-bfr 基因 编码 反 义 RNA。 培 养 基 中 铁 离子 浓度 较 低 时 ,不 需要 细菌 铁 和 蛋白 ， 
当 铁 离子 浓度 升 高 时 ,就 需要 细菌 铁 蛋白 行使 功能 。 然 而 ,细胞 中 无 论 铁 离子 浓 
度 高 低 ,bfr 基因 都 正常 转录 成 mRNA， 而 anti-bfr 基因 的 转录 却 受 到 能 够 感应 


7.7 转录 后 调控 > 


铁 离子 浓度 变化 的 Fur 和 蛋白 的 调控 , 细胞 中 铁 离子 过 多 时 ,Fur 蛋白 作为 抑制 因 
子 起 作用 , 关 掉 与 铁 摄取 有 关 的 众多 操纵 子 ,包括 anti-bfr 基因 的 表达 ,使 bfr 基 
因 能 正常 翻译 出 细菌 铁 蛋 白 ， 储 存 过 剩 的 铁 离子 。 在 铁 离子 浓度 低 时 ,anti-/ 斑 
基因 转录 产生 大 量 反 义 RNA, 与 巡 的 mRNA 配对 ,阻止 细菌 铁 和 蛋白 基因 的 翻 
译 ( 图 7-44) 。 
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有 图 7-44 反 义 RNA 对 bfr 基 因 翻译 的 抑制 作用 


此 外 ,大 肠 杆菌 中 受 氧化 压力 诱导 产生 的 OxyS 和 受 低温 产生 的 Dsr4 基因 
也 可 以 反 义 RNA 的 方式 调控 多 个 基因 的 翻译 。OxyS 可 以 与 fh14 (编码 细菌 甲酸 
盐 代 谢 中 的 转录 激活 蛋白 )mRNA 的 核糖 体 结合 位 点 的 部 分 序列 配对 ， 也 可 以 
与 fll4 编码 序列 中 的 特定 序列 配对 ， 阻 止 核糖 体 的 结合 从 而 抑制 fhl4 mRNA 
的 翻译 。Dsr4 则 能 促进 编码 压力 相关 er 因子 mpog 基因 的 翻译 。Dsr4 RNA 具有 
三 个 葵 环 ,其 第 一 个 苓 环 结构 序列 与 mpoS mRNA 上 游 的 前 导 序 列 互补 配对 , 破 
坏 了 rpoS mRNA 核糖 体 结合 位 点 序列 处 的 茎 环 结构 ,释放 核糖 体 结合 位 点 ,从 
而 提高 了 翻译 效率 。 


7.7.5 稀有 密码 子 对 翻译 的 影响 


大 肠 杆菌 DNA 复制 时 冈 崎 片段 之 前 的 RNA 引物 是 由 dnaG 基因 编码 的 引 
物 酶 催化 合成 的 ,细胞 对 这 种 酶 的 需求 量 不 大 ,而 引物 酶 过 多 对 细胞 是 有 害 的 。 
已 知 dnaG poD 及 rpsU(30S 核糖 体 上 的 S21 蛋白 ) 属 于 大 肠 杆菌 基因 组 上 的 
同一 个 操纵 子 ,而 这 3 个 基因 产物 在 数量 上 却 大 不 相同 ,每 个 细胞 内 仅 有 50 拷 
贝 的 dnaG 恒 白 , 却 有 2 800 拷贝 的 rpoD 蛋白 ,更 有 高 达 40 000 拷贝 的 rpsU 重 
白 。 细 胞 通过 翻译 调控 ,解决 了 这 个 问题 。 

研究 dnaG 序列 发 现 其 中 含有 不 少 稀有 密码 子 , 分 别 计算 大 肠 杆菌 中 25 
种 结构 蛋白 和 dnaG ,rpoD 序列 中 64 种 密码 子 的 利用 频率 ， 可 以 看 出 dnaG 
与 其 他 两 类 有 明显 不 同 ( 表 7-10)。 很 明显 ,稀有 密码 子 AUA 在 高 效 表达 的 
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本 是 7 基因 的 表达 与 调控 (上 ) 原核 基因 表达 调控 模式 
表 7-10 几 种 蛋白 质 中 异 竞 氨 酸 密码 子 使 用 频率 比较 


结构 蛋白 37 62 1 
I 亚 基 26 74 0 
DnaG 蛋白 36 32 32 


结构 蛋白 及 ce 因子 中 均 极 少 使 用 ,而 在 表达 要 求 较 低 的 dnaG 蛋白 中 使 用 频 
率 就 相当 高 。 此 外 ,UCG(Ser) .CCU(Pro) .CCC(Pro) 、ACG(Thr) CAA(Gln )、 
AAT(Asn) 和 AGG(Arg) 等 7 个 密码 子 的 使 用 频率 在 不 同 蛋 白 中 也 有 明显 差 
异 。 

许多 调控 蛋白 如 LacI AraC ,TrpR 等 在 细胞 内 含量 也 很 低 ， 这 些 蛋 白 的 编 
码 基 因 中 密码 子 的 使 用 频率 和 dnaG 相似 ， 而 明显 不 同 于 结构 蛋白 。 科 学 家 认 
为 ,由 于 细胞 内 对 应 于 稀有 密码 子 的 tRNA 较 少 ,高 频率 使 用 这 些 密码 子 的 基因 
翻译 过 程 容易 受阻 ,影响 了 蛋白质 合成 的 总 量 。 


7.7.6 ” 重 登基 因 对 翻译 的 影响 


重 登 基因 最 早 在 大 肠 杆 菌 鸣 菌 体 PX174 中 发 现 , 例 如 ,B 基因 包含 在 A 基 
因 内 ,E 基因 包含 在 D 基因 内 ,通过 不 同 的 阅读 方式 可 得 到 不 同 的 蛋白 质 。 当 时 
认为 重合 基因 的 生物 学 意义 是 它 可 以 包含 更 多 的 遗传 信息 ,后 来 发 现 丝 状 RNA 
叭 菌 体 .线粒体 DNA 和 细菌 染色 体 上 都 有 重 杰 基因 存在 ,暗示 这 一 现象 可 能 对 
基因 表达 调控 有 影响 。 现 用 im 操纵 子 中 的 irpE 基因 和 trpD 基因 之 间 的 翻译 偶 
联 现象 来 说 明 这 个 问题 。 

im 操纵 子 由 5 个 基因 (tpE .D.C、B .4 ) 组 成 ,在 正常 情况 下 ,操纵 子 中 5 个 
基因 产物 是 等 量 的 ,但 irpE 突变 后 ,其 邻近 的 trpD 产量 比 下 游 的 irpBA 产量 要 低 
得 多 ,研究 trpE 和 trpD 以 及 trpB 和 trph 两 对 基因 中 核 苷 酸 序 列 与 翻译 偶 联 的 关 
系 ,发 现 irpE 基因 的 终止 密码 子 和 trpD 基因 的 起 始 密码 子 共用 一 个 核 苷 酸 。 

trpE 一 一 苏 氨 酸 一 一 茶 丙 氨 酸 一 一 终止 
ACU 一 一 UUC 一 UGA uggcu 
AUG 一 一 GCU 
甲 硫 氨 酸 一 丙 氨 酸 一 trpD 

由 于 trpE 的 终止 密码 子 与 trpD 的 起 始 密码 重 释 ,trpE 翻译 终止 时 核糖 体 
立即 处 在 起 始 环 境 中 ,这 种 重合 的 密码 保证 了 同一 核糖 体 对 两 个 连续 基因 进行 
翻译 的 顺畅 。 实 验证 明 , 偶 联 翻 译 可 能 是 保证 两 个 基因 产物 在 数量 上 相等 的 重 
要 手段 ,除了 上 述 irpE 和 trpD 基因 之 外 ,trpB 和 trph 基因 也 存在 着 翻译 偶 联 现 
象 ,因为 这 两 个 基因 的 产物 等 量 存在 于 细胞 中 ,而 其 核 苷 酸 序列 同样 是 重 委 的 。 

IPB 一 一 谷 氨 酸 一 一 异 亮 氨 酸 一 终止 
CAA 一 一 AUC 一 一 UGAuggaa 
AUC 一 一 CAA 
甲 硫 氨 酸 一 一 谷 氨 酸 一 trp4 


7.7_ 转录 后 调控 > 


此 外 ,大 肠 杆菌 gal 操纵 子 (galETK) 中 也 存在 着 一 种 基因 重 释 现象 , galT 的 
终止 密码 子 虽然 与 galK 的 起 始 密 码 子 相隔 3 个 核 苷 酸 ,gaiK 基因 的 SD 序列 
却 位 于 galT 基因 终止 密码 子 之 前 ,尽管 这 一 现象 与 前 述 的 偶 联 翻译 并 不 完全 
相同 ,但 因为 核糖 体 结合 在 mRNA 上 ,可 以 覆盖 20 个 核 背 酸 ,包括 SD 序列 和 
galK 基因 的 起 始 密码 子 , 所 以 当 galT 翻译 终止 时 ,核糖 体 还 没有 脱落 就 直接 
与 SD 序列 结合 ,开始 galK 的 翻译 ,能 保证 两 个 基因 的 等 量 翻译 ,也 是 一 种 翻 
译 偶 联 。 


7.7.7 翻译 的 阻 罗 


蛋白 质 阻 过 或 激活 基因 转录 的 例子 已 经 屡见不鲜 ,那么 ,蛋白 质 是 否 也 能 
对 翻译 起 类 似 的 调控 作用 呢 ? 在 大 肠 杆菌 RNA 噬菌体 QB 中 发 现 了 这 种 现象 。 
QB 噬菌体 基因 组 包含 有 3 个 基因 ， 从 5' 到 3 方向 依次 是 与 噬菌体 组 装 和 吸附 
有 关 的 成 熟 蛋 白 基因 4 ， 外 壳 蛋 白 基 因 和 RNA 复制 酶 基因 。 当 鸣 菌 体感 染 细 
菌 ,RNA 进入 细胞 后 ,这 条 称 为 (+) 链 的 RNA 立即 作为 模板 指导 合成 复制 酶 ， 
并 与 宿主 中 已 有 的 亚 基 结合 行使 复制 功能 。 但 是 ,QB(+)RNA 链 上 此 时 已 有 不 
少 核糖 体 , 它 们 从 5 到 3 方向 进行 翻译 ,这 无 疑 影响 了 复制 酶 催化 的 从 3' 到 5 
方向 进行 的 (-) 链 合成 。 克 服 这 个 矛盾 的 办 法 便 是 由 QB 复制 酶 作为 翻译 阻 遇 
物 进 行 调节 。 

体外 实验 证 明 ,纯化 的 复制 酶 可 以 和 外 壳 蛋 白 的 翻译 起 始 区 结合 ,抑制 蛋 
白质 的 合成 。 由 于 复制 酶 的 存在 ,核糖 体 便 不 能 与 起 始 区 结合 ,但 已 经 起 始 的 番 
译 仍 能 继续 下 去 ,直到 翻译 完毕 ,核糖 体 脱落 ,与 (+)RNA 3' 端 结合 的 复制 酶 便 
开始 了 RNA 的 复制 。 这 里 复制 酶 既 能 与 外 壳 蛋 白 的 翻译 起 始 区 结合 ， 又 能 与 
(+) 链 RNA 的 3' 端 结合 。 序 列 分 析 表 明 ,这 两 个 位 点 上 都 有 CUUUUAAA 序列 ， 
能 形成 稳定 的 荃 - 环 结构 ,具备 翻译 阻 遏 特征。 


7.7.8 ” 魔 斑 核 革 酸 水 平 对 翻译 的 影响 


实验 证 明 ,核糖 体 蛋 白 (R 蛋白 ) 通 过 反馈 阻 遏 作用 保证 所 有 R 蛋白 合成 的 
协同 进行 。 那 么 ,细胞 如 何 保证 蛋白 质 合成 的 总 速度 与 蛋白 质 合 成 机 器 主要 成 
分 rRNA 的 合成 速率 相 一 致 ? 保证 在 不 进行 蛋白 质 合 成 时 没有 RNA 的 合成 ? 起 
这 个 调控 作用 的 最 早 信号 是 不 载 有 氨基 酸 的 tRNA。 

大 肠 杆菌 营养 缺陷 型 (tpis-) 在 缺少 任何 一 种 必需 氨基 酸 的 培养 基 上 生 
长 时 ,不 但 蛋白 质 合成 速度 立即 下 降 ,RNA 合成 速度 也 下 降 。 由 于 色 和 氨 酸 和 组 
氨 酸 不 是 RNA 的 前 体 ， 因 此 认为 RNA 合成 速度 下 降 是 蛋白 质 合 成 受阻 后 的 
次 级 反应 。 研 究 另 一 个 大 肠 杆菌 突变 株 发 现 , 当 氨基 酸 供应 不 足 时 ,这 个 突变 
株 细胞 内 蛋白 质 合成 虽然 停止 了 ,但 RNA 的 合成 速度 却 没有 下 降 。 科 学 上 把 
前 一 种 现象 称 为 严 紧 控制 (基因 型 rel*); 后 一 种 现象 称 为 松散 控制 (基因 型 
rel”)。 

re4W* 和 re[- 菌 株 除 上 述 生理 现象 不 同 之 外 ,缺乏 氨基 酸 时 rel* 菌 株 能 合成 乌 
苷 四 磷酸 (ppGpp) 和 鸟 苷 五 磷酸 (pppGpp) ,re 菌株 则 不 能 合成 鸟 音 酸 。 因 为 这 
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二 本 7 基因 的 表达 与 调控 ( 上 ) 一 一 原核 基因 表达 调控 模式 


了 两 种 化 合 物 是 在 色谱 上 检 出 的 斑点 ,当时 称 为 魔 斑 (magic spot)。 在 旺盛 生长 的 
细胞 中 约 有 65%~90% tRNA 是 载 有 氨基 酸 的 。 当 和 氨基酸 缺 乏 时 ,不 负载 氨基 酸 
的 tRNA 增多 ,这 种 不 负载 氨基 酸 的 tRNA 仍 能 与 核糖 体 的 A 位 结合 ,核糖 体 上 
不 负载 氨基 酸 的 tRNA 是 细胞 产生 严 紧 控制 的 信号 。 在 正常 的 蛋白 质 合成 过 程 
中 ,将 AA-tRNA 转运 到 正在 延伸 的 多 肽 上 需要 GTP， 也 许 由 于 这 一 反应 的 停 
止 ,大 量 GTP 便 被 用 作 合 成 魔 斑 核 苷 酸 的 前 体 。 
GTP+ATP—> pppGpp+AMP—> ppGpp 

参与 这 个 反应 的 除 rel4 基因 所 编码 的 ATP-GTP 3' 焦 磷酸 转移 酶 外 ， 还 需 
要 翻译 起 始 因子 EFTu 和 EFG 等 。 虽然 ppGpp 是 多 效 的 ,但 它 的 主要 作用 可 能 
是 影响 RNA 聚合 酶 与 启动 子 结 合 的 专 一 性 ， 从 而 成 为 细胞 内 严 紧 控制 的 关键 。 
有 人 将 ppGpp 和 cAMP 这 类 物质 称 为 警报 素 (alarmone)。 当 细胞 缺乏 氨基 酸 时 
产生 ppGpp， 可 在 很 大 范围 内 做 出 如 抑制 核糖 体 和 其 他 大 分 子 合成 等 应 急 反 
应 ,活化 某 些 氨基 酸 操纵 子 的 转录 表达 ,抑制 与 氨基 酸 转 运 无 关 的 系统 ,活化 蛋 
白水 解 酶 等 ,以 节省 或 开发 能 源 , 渡 过 难关 。 


SEE 


. 简 述 代谢 物 对 基因 表达 调控 的 两 种 方式 。 
. 什么 是 操纵 子 学 说 ? 
. 简 述 乳糖 操纵 子 的 调控 模型 。 
. 什么 是 葡萄 糖 效应 ? 
. 什么 是 弱化 作用 ? 
， 简 述 抗 终 止 子 的 调控 机 制 。 
. 简 述 反 义 RNA 的 调控 机 制 。 
. 简 述 原核 基因 转录 后 调控 的 不 同方 式 。 
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真 核 生物 的 基因 
结构 与 转录 活性 
真 核 基因 转录 机 
器 的 主要 组 成 
蛋白 质 磷酸 化 对 
基因 转录 的 调控 
蛋白 质 乙 酰 化 对 
基因 表达 的 影响 
激素 与 热 激 蛋白 
对 基因 表达 的 影 
响 

其 他 水 平 上 的 表 
达 调 控 


基因 的 表达 与 调控 (下 ) 
一 一 真 核 基因 表达 调控 一 般 规律 


真 核 生 物 和 原核 生物 在 基因 表达 调控 上 的 巨大 差别 是 由 两 
者 基本 生活 方式 不 同 所 决定 的 。 原 核 生 物 一 般 为 自由 生活 的 单 细 
胞 ,只 要 环境 条 件 合适 ,养料 供应 充分 ,它们 就 能 无 限 生 长 分裂， 
因此 ,它们 的 调控 系统 就 是 要 在 一 个 特定 的 环境 中 为 细胞 创造 高 
速生 长 的 基础 ,或 使 细胞 在 受到 损伤 时 ,尽快 得 到 修复 .它们 主要 
是 通过 转录 调控 ,以 开启 或 关闭 某 些 基 因 的 表达 来 适应 环境 条 件 
(主要 是 营养 水 平 的 变化 )。 环境 因子 往往 是 调控 的 诱导 物 ,群体 
中 每 个 细胞 对 环境 变化 的 反应 都 是 直接 和 基本 一 致 的 。 

真 核 生物 ( 除 酵母 藻类 和 原生 动物 等 单 细胞 类 之 外 ) 主 要 由 
多 细胞 组 成 ,每 个 真 核 细 胞 所 携带 的 基因 数量 及 总 基因 组 中 蕴藏 
的 遗传 信息 量 都 大 大 高 于 原核 生物 ,如 人 类 细胞 单 倍 体 基因 组 就 
包含 有 3x10”bp 总 DNA, 约 为 大 肠 杆菌 总 DNA 的 800 倍 , 是 噬 菌 
体 总 DNA 的 10 万 倍 左右 ! 真 核 生 物 基 因 组 DNA 中 有 许多 重复 
序列 ,基因 内 部 还 常 插入 不 翻译 成 蛋白 质 的 序列 .都 影响 了 真 核 
基因 的 表达 。 真 核 生物 的 DNA 还 常 与 蛋白 质 (包括 组 蛋白 和 非 组 
蛋白 ) 结 合 ,形成 十 分 复杂 的 染色 质 结构 。 染 色 质 构象 的 变化 桨 
色 质 中 和 蛋白质 的 变化 及 染色 质 对 DNA 酶 敏感 程度 的 变化 等 都 会 
对 基因 表达 产生 重要 影响 。 此 外 , 真 核 生 物 染 色 质 被 包 庄 在 细胞 
核 内 ,基因 的 转录 ( 核 内 ) 和 翻译 (细胞 质 内 ) 被 核 膜 隔 开 , 核 内 
RNA 的 合成 与 转运 ， 细 胞 质 中 RNA 的 剪接 和 加 工 等 无 不 扩大 了 
真 核 生物 基因 调控 的 范围 ,使 真 核 生 物 基因 调控 达到 了 原核 生物 
所 不 可 能 拥有 的 深度 和 广度 。 对 大 多 数 真 核 细胞 来 说 ,基因 表达 
调控 的 最 明显 特征 是 能 在 特定 时 间 和 特定 的 细胞 中 激活 特定 的 
基因 ,从 而 实现 “预定 " 的 有 序 的 、 不 可 逆转 的 分 化 、 发 育 过 程 ,并 


使 生物 的 组 织 和 器 官 保持 正常 功能 。 

真 核 生 物 基因 调控 可 分 为 两 大 类 ， 第 一 类 是 瞬时 调控 或 称 可 道 性 调控 , 它 
相当 于 原核 细胞 对 环境 条 件 变化 所 做 出 的 反应 ,包括 某 种 底 物 或 激素 水 平 升降 
时 ,或 细胞 周期 不 同 阶段 中 酶 活性 的 调节 ;第 二 类 是 发 育 调控 或 称 不 可 逆 调 控 ， 
是 真 核 基因 调控 的 精髓 部 分 , 它 决定 了 真 核 细 胞 生长 .分 化 ,发育 的 全 部 进程 。 
根据 基因 调控 在 同一 事件 中 发 生 的 先后 次 序 ， 又 可 将 其 分 为 转录 水 平 调控 
(transcriptional regulation ) 及 转录 后 水 平 调控 (post-transcriptional regulation ) ,后 
者 又 进一步 分 为 RNA 加 工 成 熟 过程 的 调控 (RNA processing) 翻译 水 平 的 调控 
(translational regulation ) 及 和 蛋白质 加 工 水 平 的 调控 (protein maturation and pro- 
cessing) 等 (图 8-1)。 研 究 基因 调控 主要 应 回答 3 个 问题 : 


基因 
DR 
针 录 调 近 因 了 “| 转录 复合 物 的 组 
二 RNA 当 全 Pp 
we & 基因 
最 转录 


RNA 


”| RNA 的 加 工 和 成 熟 过 程 


、 奉 


aa 
核糖 体 

县 理 评 
蛋白 质 


*| 蛋白 质 的 加 工 成 熟 
人 一 一 人 人 一 
| 蛋白 质 的 折 登 
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蛋白 质 的 降解 


有 图 8-1 真 核 基因 表达 调控 的 主要 步骤 * 调 控 位 点 
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二 本 8 基因 的 表达 与 调控 (下 ) 一 一 真 核 基因 表达 调控 一 般 规律 


Qa 什么 是 诱发 基因 转录 的 信号? 

@ 基因 调控 主要 是 在 哪 一 步 (模板 DNA 的 转录 .mRNA 的 成 熟 或 蛋白 质 合 
成 ) 实 现 的 ? 

(8 不 同 水 平 基 因 调 控 的 分 子 机 制 是 什么 ? 


8.1 真 核 生 物 的 基因 结构 与 转录 活性 


真 核 细 胞 与 原核 细胞 在 基因 和 转录、 翻译 及 DNA 的 空间 结构 方面 存在 如 下 
几 个 方面 的 差异 : 

Oa 在 真 核 细 胞 中 ,一 条 成 熟 的 mRNA 链 只 能 翻译 出 一 条 多 肽 链 ,类 似 原 核 
生物 中 常见 的 多 基因 操纵 子 形式 不 多 。 

@) 真 核 细 胞 DNA 与 组 蛋白 和 大 量 非 组 蛋白 结合 ， 只 有 一 小 部 分 DNA 是 
裸露 的 。 

@@) 高 等 真 核 细胞 DNA 中 很 大 一 部 分 是 不 转录 的 ,一些 由 几 个 或 几 十 个 碱 
基 组 成 的 DNA 序列 ,在 整个 基因 组 中 重复 几 百 次 甚至 上 百 万 次 。 此 外 ,大 部 分 
真 核 细胞 的 基因 中 间 还 存在 不 被 翻译 的 内 含 子 。 

网 真 核 生物 能 够 有 序 地 根据 生长 发 育 阶 段 的 需要 进行 DNA 片段 重 排 ,还 能 
在 需要 时 增加 细胞 内 某 些 基因 的 拷贝 数 ,这 种 能 力 在 原核 生物 中 也 是 极为 军 见 的 。 

在 原核 生物 中 ,转录 的 调节 区 都 很 小 ,大 都 位 于 转录 起 始 位 点 上 游 不 远 
处 ,调控 蛋白 结合 到 调节 位 点 上 可 直接 促进 或 抑制 RNA 聚合 酶 对 它 的 结合 。 在 
真 核 生物 中 ,基因 转录 的 调节 区 则 大 得 多 ,它们 可 能 远离 核心 启动 子 达 几 百 个 
甚至 上 千 个 碱 基 对 。 虽 然 这 些 调节 区 也 能 与 蛋白 质 结 合 ,但 是 并 不 直接 影响 启 
动 子 区 对 于 RNA 聚合 酶 的 接受 程度 ， 而 是 通过 改变 整个 所 控制 基因 $' 上 游 区 
DNA 构 型 来 影响 它 与 RNA 聚合 酶 的 结合 能 力 。 

@ 真 核 生物 的 RNA 在 细胞 核 中 合成 ,只 有 经 转运 穿 过 核 膜 ,到 达 细 胞 质 
后 ,才能 被 翻译 成 借 白 质 。 原 核 生物 中 不 存在 这 样 严 格 的 空间 间隔 。 

(D 许多 真 核 生 物 的 基因 只 有 经 过 复杂 的 成 熟 和 剪接 过 程 ， 才 能 被 顺利 地 
翻译 成 蛋白 质 。 


8.1.1 基因 家 族 


在 原核 细胞 中 ,密切 相关 的 基因 往往 组 成 操纵 子 ,并 且 以 多 顺 反 子 mRNA 
的 方式 进行 转录 ,整个 体系 被 置 于 一 个 启动 子 的 控制 之 下 。 真 核 细胞 的 DNA 是 
单 顺 反 子 结构 ,很 少 置 于 一 个 启动 子 控制 之 下 的 操纵 子 。 真 核 细 胞 中 许多 相关 
的 基因 常 按 功能 成 套 组 合 ,被 称 为 基因 家 族 (gene family)。 同一 家 族 中 的 成 员 有 
时 紧密 地 排列 在 一 起 ,成 为 一 个 基因 簇 ;更 多 的 时 候 , 它 们 却 分 散在 同一 染色 体 
的 不 同 部 位 ,甚至 位 于 不 同 的 染色 体 上 ,具有 各 自 不 同 的 表达 调控 模式 。 

1. 简单 多 基因 家 族 

简单 多 基因 家 族 中 的 基因 一 般 以 串联 方式 前 后 相连 。 在 大 肠 杆 菌 中 ,16 S， 
23 S 和 5S rRNA 基因 联合 成 一 个 转录 单位 ， 各 种 rRNA 分 子 都 是 从 这 个 转录 


四 8.1 真 核 生物 的 基因 结构 与 转录 活性 > 

单位 上 剪 切 下 来 的 (图 8-2)。 事 实 上 ,细菌 中 所 有 rRNA 和 部 分 tRNA 都 来 自 这 
个 沉降 系数 为 30 S( 约 6 500 个 核 苷 酸 ) 的 前 rRNA。 原 始 转录 产物 首先 被 特异 性 
甲 基 化 ， 然 后 分 别 经 RNase 亚 ,RNaseP 和 RNaseE 在 特定 位 点 切 开 ， 生 成 17 S、 
tRNA ,35S 和 5S rRNA 前 体 分 子 , 最 后 由 特定 核酸 酶 降解 部 分 非 必 需 序列 ,得 
到 成 熟 的 16 StRNA,23S 和 5SrRNA。 参 与 pre rRNA 降解 成 熟 过 程 的 
RNaseP 是 一 个 核 酶 .基因 组 分 析 表 明 ,大 肠 杆菌 中 共有 7 个 这 样 的 拷贝 ,每 一 个 拷 
贝 中 只 有 tRNA 基因 的 种 类 数量 和 存在 部 位 有 些 变 化 。 个 别 拷贝 中 5S rRNA 基 
因 下 游 还 发 现 了 部 分 共同 转录 的 iRNA 基因 。 


Pre-rRNA 转 录 物 到 是 时 天 各 [ITT 
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有 图 8-2 细菌 中 rRNA 基因 家 族 各 成 员 的 分 布 与 成 熟 过 程 分 析 


在 真 核 生物 中 ,pre rRNA 转录 产物 的 沉降 系数 为 45 S,( 约 有 14 000 个 核 
苷 酸 )， 包 括 18 S,28 S 和 5.8 S 三 个 主要 rRNA 分 子 。pre rRNA 分 子 中 至 少 有 
100 处 被 甲 基 化 (主要 是 核糖 的 2-OH 甲 基 化 )， 原 始 转录 产物 也 被 特异 性 RNA 
酶 切割 降解 ,产生 成 熟 rRNA 分 子 。 这 个 过 程 需要 snoRNAs 的 参与 (图 8-3)。5 S 
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上 图 8-3 背 椎 动物 中 rRNA 基因 家 族 主要 成 员 的 分 布 与 成 熟 过 
程 分 析 
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本 可 8 基因 的 表达 与 调控 (下 ) 一 一 真 核 基因 表达 调控 一 般 规律 


rRNA 作为 一 个 独立 的 转录 单位 ,由 RNA 聚合 酶 于 (而 不 是 聚合 酶 1 ) 完 成 转录 。 

2. 复杂 多 基因 家 族 

复杂 多 基因 家 族 一 般 由 几 个 相关 基因 家 族 构成 ,基因 家 族 之 间 由 间隔 序列 
隔 开 ,并 作为 独立 的 转录 单位 。 现 已 发 现存 在 不 同形 式 的 复杂 多 基因 家 族 。 

我 们 先 来 看 一 下 海胆 的 组 蛋白 基因 家 族 ( 图 8-4)。 在 这 种 动物 中 ,5 个 分 别 
编码 不 同 组 蛋白 的 基因 处 于 一 个 约 为 6 000 bp 的 片段 中 ,分 别 被 间隔 序列 所 隔 
开 。 这 5 个 基因 组 成 的 串联 单位 在 整个 海胆 基因 组 中 可 能 重复 多 达 1 000 次 。 
串联 单位 中 的 每 一 个 基因 分 别 被 转录 成 单 顺 反 子 RNA， 这 些 RNA 都 没有 内 含 
子 ,而 且 各 基因 在 同一 条 DNA 链 上 按 同一 方向 转录 ,每 个 基因 的 转录 与 翻译 速 
度 都 受到 调节 。 因 为 组 蛋白 只 有 在 适合 于 染色 体 复制 的 情况 下 才 大 量 合 成 ,而 
且 所 合成 的 HA HB 、Hs 和 Hi 的 物质 的 量 相 等 ,H, 的 量 恰好 是 前 者 的 一 半 。 这 
是 染色 体 组 蛋白 的 实际 比例 。 研究 还 表明 ,在 一 个 特定 的 细胞 中 ,并 不 是 所 有 串 
联 的 单位 都 得 到 转录 。 在 胚胎 发 育 的 不 同 阶段 或 不 同 组 织 中 ,有 不 同 的 串联 单 
位 被 转录 ,暗示 可 能 存在 具有 不 同 专 一 性 的 组 蛋白 亚 类 和 发 育 调控 机 制 。 


组 蛋白 Hl H4 H2B H3 H2A HI 

a ee 7 
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上 1 图 8-4 复杂 的 多 基因 家 族 


果 蝇 :RNA 基因 家 族 具 有 两 个 海胆 组 蛋白 家 族 所 没有 的 特点 ， 那 就 是 在 基 
因 家 族 中 含有 3 个 tRNA 基因， 而 且 基 因 家 族 中 的 每 个 基因 都 单独 按 各 自 的 
方向 进行 转录 。 

3. 发 育 调控 的 复杂 多 基因 家 族 

血红 和 蛋白 是 所 有 动物 体内 输送 分 子 氧 的 主要 载体 ， 由 2a2B 组 成 的 四 聚 体 
加 上 一 个 血红 素 辅 基 ( 结 合 铁 原 子 ) 后 形成 功能 性 血红 蛋白 。 已 知 所 有 动物 物种 
中 血红 蛋白 基因 的 基本 结构 都 相同 (图 8-5)。 然 而 ,在 生物 个 体 发 育 的 不 同 阶 
段 , 却 出 现 几 种 不 同形 式 的 wa 和 B 亚 基 。 人 a- 珠 蛋白 基因 簇 位 于 16 号 染色 体 
短 臂 上 , 约 占 30 kb 左右 ,其 中 《 为 胚胎 期 基因 ( 玫 8-1)。B- 珠 蛋白 基因 簇 位 于 
11 号 染色 体 短 臂 上 , 约 占 50~60 kb, 其 中 s 为 胚胎 期 基因 ,Gy 和 Ay 为 胎儿 型 
基因 ,5 和 B 为 成 人 期 基因 (图 8-6)。 


长 度 /bp 142~145 116~130 222 573~904 


在 蛋白 中 5' 非 翻译 区 31~104AA 
的 位 置 + 编码 区 1~30AA 


上 图 8-5 珠 蛋 白 基 因 的 基本 结构 (以 人 的 厅 - 珠 蛋白 基因 结构 为 例 ) 
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8.1 真 核 生物 的 基因 结构 与 转录 活性 > 
表 8-1 不 同 发 育 阶 段 血 红 蛋 白 亚 型 


胚胎 期 (8 周 以 前 ) zs ty 和 ae 
胎儿 期 (8 ~41 周 ) 
成 人 期 (出 生 以 前 ) 


胚胎 期 类 a- 珠 蛋白 ， 最 先 以 
,型 出 现 ， 以 后 逐渐 被 5 型 所 取 
代 。 在 胎儿 期 有 两 类 等 分 子 数 B 
型 链 , 即 GY 型 和 Ay 型 链 (在 肽 链 
的 同一 位 点 上 ,一 条 链 含 有 甘 氨 
酸 , 另 一 条 含有 丙 氨 酸 )。 因 此 , 胚 人 
胎 型 血红 蛋白 中 含有 两 个 局 型 10 20 3 40 S0 60 
链 和 两 个 e: 型 B 链 ( 即 2522e,)。 新 受精 后 的 周 数 
是 生 后 ,98% 的 得 红 蛋 让 中 碍 有 图 8-6 人 体 发 育 过 程 中 不 同类 型 6- 珠 蛋白 
有 两 个 as 亚 单位 和 两 个 B 亚 单 ”的 全 量变 化 
位 ,2% 的 血红 蛋白 含 两 个 az 亚 单 
位 和 两 个 8 亚 单位 。 在 每 个 基因 家 族 中 ,基因 排列 的 顺序 就 是 它们 在 发 育 阶 段 
的 表达 顺序 (图 8-7)。 


5 kb 


62 Wael Ya2 Wa CQ) Cl 
Q- 珠 蛋白 基因 艇 
局 Gy Ar We 0 pb 


有 图 8-7 人 细胞 中 a 和 B- 珠 蛋白 基因 入 结构 


原始 鱼 类 , 海 乔 及 昆虫 只 有 单个 珠 蛋 白 基 因 , 两 栖 类 的 a 和 pB 基因 则 紧密 
地 连锁 在 同一 条 染色 体 上 ， 而 低 等 哺乳 动物 和 鸟 类 的 a 和 基因 有 多 种 亚 型 ， 
基因 家 族 分 别 位 于 不 同 的 染色 体 上 。 科 学 家 认为 ,原始 珠 蛋 白 大 约 产生 于 8 亿 
年 前 ,由 单 基 因 编 码 ,现代 珠 蛋 白 基 因 家 族 是 由 同一 个 原始 基因 通过 一 系列 重 
复 、 突 变 和 转 位 演变 而 成 的 。 原 始 生物 的 体积 都 很 小 ,虽然 只 有 一 个 血红 蛋白 亚 
基 , 运 氧 能 力 有 限 ,但 也 能 满足 生理 功能 的 需要 。 随 着 物种 的 进化 ,动物 的 体积 
相对 变 大 ,对 氧 的 需求 量 逐 渐 增 加 ,在 这 一 进化 压力 下 ,血红 蛋白 基因 通过 自发 
突变 产生 杂 合 基因 ,编码 出 对 氧 的 结合 和 释放 能 力 要 大 大 高 于 单 分 子 血红 蛋白 
的 四 聚 体 。 在 哺乳 动物 的 进化 过 程 中 ,两 条 B 链 基因 又 发 生 突变 和 重复 ,形成 了 
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二 本 8 基因 的 表达 与 调控 (下 ) 一 一 真 核 基因 表达 调控 一 般 规律 
胎儿 中 s 和 型 珠 和 蛋白 。 胎 儿 血 红 蛋 白 对 氧 的 亲和力 比 成 人 更 大 ,因而 有 利于 
胎儿 的 快速 发 育 。 


8.1.2” 真 核 基 因 的 断裂 结构 


1. 外 显 子 与 内 含 子 

Gilbert 第 一 个 用 “intron" 来 描述 存在 于 原始 转录 产物 或 基因 组 DNA 中 ,但 
不 包括 在 成 熟 mRNA rRNA 或 tRNA 中 的 那 部 分 核 苷 酸 序列 。 现 已 查 明 ,大 多 数 
真 核 基因 都 是 由 蛋白 质 编 码 序 列 和 非 蛋白 质 编码 序列 两 部 分 组 成 的 ( 表 8-2)。 编 
码 序列 称 为 外 显 子 (exon) , 非 编码 序列 称 为 内 含 子 (intron )。 在 一 个 结构 基因 中 , 编 
码 某 一 蛋白 质 不 同 区 域 的 各 个 外 显 子 并 不 连续 排列 在 一 起 ,而 是 常常 被 长 度 不 等 
的 内 含 子 所 隔离 ,形成 镶嵌 排列 的 断裂 方式 。 所以, 真 核 基因 有 时 被 称 为 断裂 基因 
(interrupted gene)。 不 同 基因 拥有 数量 和 大 小 都 不 同 的 内 含 子 , 如 胶原 蛋白 基因 长 
约 40 kb, 至 少 有 40 个 内 含 子 ,其 中 短 的 只 有 50 bp, 长 的 可 达到 2 000 bp。 


表 8-2 不 同 真 核 生 物 基 因 的 平均 长 度 及 单个 基因 平均 含有 外 显 子 数 量 比较 


1 1.6 1.6 
真菌 3 1.5 ba 
线虫 4 4.0 3.0 
果 蝇 4 11.3 yy 
鸡 9 13.9 2.4 
哺乳 动物 7 16.6 2 


i i ee 

许多 情况 下 ， 高 等 真 核 基 因 核 DNA 序列 中 对 应 于 外 显 子 的 部 分 可 能 还 不 
到 10%。 图 8-8 是 哺乳 动物 二 氧 叶 酸 还 原 酶 基因 ,全 长 25~31 kb ,但 其 6 个 外 显 
于 总 长 只 有 2 kb。 少 数 基 因 , 如 组 蛋白 及 a 型 .B 型 干扰 素 基因 ,根本 不 包括 内 
含 子 。 目 前 尚 不 清楚 内 含 子 的 生理 功能 。 在 某 些 基因 中 ,完全 除去 内 含 子 以 后 ， 
照样 可 以 产生 有 活性 的 mRNA; 而 另 一 些 基 因 , 如 SV40T 抗 原 基因 ,一旦 除去 
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上 图 8-8 ”哺乳 动物 二 氧 叶 酸 还 原 酶 的 基因 结构 


8.1 真 核 生物 的 基因 结构 与 转录 活性 > 


内 含 子 ,成 熟 mRNA 运 人 细胞 质 的 过 程 就 完全 被 阻 断 。 研 究 发 现 ,只 有 真 核 生物 
具有 切除 基因 中 内 含 子 , 产 生 功 能 型 mRNA 和 和 蛋 白质 的 能 力 ,原核 生物 一 般 不 
具有 这 种 本 领 。 如 果 要 在 原核 细胞 里 表达 真 核 基因 ,必须 首先 构建 切除 内 含 子 
的 重组 基因 , 才 有 可 能 得 到 所 研究 的 蛋白 质 。 

断裂 基因 的 结构 形式 为 某 些 重 要 和 蛋白质 的 编码 区 域 提供 了 进行 重组 的 洪 
在 位 点 ,使 这 些 DNA 序列 有 充分 的 机 会 进行 重复 和 组 合 ,非常 有 利于 真 核 基因 
的 进化 。 

2. 外 显 子 与 内 含 子 的 连接 区 

真 核 基 因 断 裂 结构 的 另 一 个 重要 特点 是 外 显 子 -内 含 子 连接 区 (exon-intron 
junction ) 的 高 度 保守 性 和 特异 性 碱 基 序列 。 外 显 子 -内 含 子 连接 区 就 是 指 外 显 子 
和 内 含 子 的 交界 或 称 边界 序列 , 它 有 两 个 重要 特征 ;内 含 子 的 两 端 序列 之 间 没 有 
广泛 的 同 源 性 ,因此 内 含 子 两 端 序列 不 能 互补 ,说 明 在 剪接 加 工 之 前 ,内 含 子 上 
游 序 列 和 下 游 序 列 不 可 能 通过 碱 基 配 对 形成 发 卡 式 二 级 结构 。 外 显 子 -内 含 子 连 
接 区 序列 虽然 很 短 ,但 却 是 高 度 保守 的 ,因此 ,该 序列 可 能 与 剪接 机 制 密切 相关 ， 
是 RNA 剪接 的 信号 序列 。 我 们 将 在 转录 初级 产物 的 加 工 这 一 节 中 做 详细 介绍 。 

序列 分 析 表 明 ,几乎 每 个 内 含 子 $" 端 起 始 的 两 个 碱 基 都 是 GT, 而 3' 端 最 后 
两 个 碱 基 总 是 AG ,由 于 这 两 个 碱 基 的 高 度 保守 性 和 广泛 性 ,有 人 把 它 称 为 GT- 
AG 法 则 , 即 ;5'GT……AG 3'"。 由 于 内 含 子 两 末端 的 序列 不 同 ,可 定向 标明 内 含 
子 的 两 个 末端 ,根据 剪接 加 工 过 程 沿 内 含 子 自 左 向 右 进行 的 原则 ,一 般 将 内 含 
子 $" 端 接头 序列 称 为 左 剪接 位 点 ,3" 端 接头 序列 称 为 右前 接 位 点 ， 有 时 也 将 前 
者 称 为 供 体位 点 (donor site) ,将 后 者 称 为 受 体位 点 (acceptor site ) 。 

外 显 子 -内 含 子 在 连接 区 的 保守 序列 几乎 存在 于 所 有 高 等 真 核 生 物 基因 
中 ,表明 可 能 存在 着 共同 的 前 接 加 工 机 制 。 但 是 在 线粒体 基因 和 酵母 :RNA 基因 
中 不 存在 这 类 保守 序列 ,暗示 存在 着 不 同类 型 的 加 工 剪 接 过 程 。 

3. 外 显 子 与 内 含 子 的 可 变调 控 

在 基因 转录 ,加工 产 生成 熟 mRNA 分 子 时 ,内 含 子 通过 前 接 加 工 被 去 掉 ,保留 
在 成 熟 mRNA 分 子 中 的 外 显 子 被 拼接 在 一 起 ,最 终 被 翻译 成 蛋白 质 。 因 此 通过 反 
转录 酶 的 作用 ,由 成 熟 mRNA 产生 的 cDNA 分 子 中 ,只 含有 外 显 子 ,没有 内 含 子 。 

原始 转录 产物 内 含 子 与 外 显 子 边界 序列 在 剪接 酶 或 RNA 本 身 的 作用 下 ,发 
生 的 磷酸 二 酯 键 断 裂 ,并 产生 连接 两 个 外 显 子 的 化 学 键 。 有 些 真 核 基因 ,如 肌 红 和 蛋 
白 重 链 基因 虽 有 41 个 外 显 子 , 却 能 精确 地 剪接 成 一 个 成 熟 的 mRNA ,我 们 称 这 种 
方式 为 组 成 型 剪接 。 一 个 基因 的 转录 产物 通过 组 成 型 剪接 只 能 产生 一 种 成 熟 的 
mRNA ,编码 一 个 多 肽 。 但 是 ,有 不 少 真 核 基因 的 原始 转录 产物 可 通过 不 同 的 剪接 
方式 ,产生 不 同 的 mRNA ,并 翻译 成 不 同 的 蛋白 质 。 另 外 一 些 核 基因 由 于 转录 时 选 
择 了 不 同 的 启动 子 ,或 者 在 转录 产物 上 选择 不 同 的 poly A 位 点 而 使 原始 转录 物 具 
有 不 同 的 二 级 结构 ,因而 影响 剪接 过 程 ,最 终 产 生 不 同 的 mRNA 分子。 同一 基因 
的 转录 产物 由 于 不 同 的 剪接 方式 形成 不 同 mRNA 的 过 程 称 为 选择 性 前 接 。 

小 鼠 淀 粉 酶 基因 表达 的 组 织 特异 性 变化 就 是 一 个 例子 (图 8-9)。 已 知 在 肝 
胜 和 唾液 腺 中 都 合成 这 个 酶 ， 由 同一 个 基因 编码 。 在 这 两 种 组 织 中 ， 淀 粉 酶 
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考 本 8 基因 的 表达 与 调控 (下 ) 一 一 真 核 基因 表达 调控 一 般 规律 


编码 区 
DNA 5' 团 278kb 琶 45kb | 3 
原始 转录 产物 
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有 图 8-9 不 同 外 显 子 的 使 用 导致 xc- 淀 粉 酶 基因 在 不 同 组 织 中 


的 表达 差异 


mRNA 的 编码 序列 完全 相同 ,只 是 5' 端 起 始 部 分 长 度 不 同 。 它 的 编码 序列 起 始 
于 第 2 号 外 显 子 ,该 外 显 子 与 其 余 一 系列 外 显 子 相连 ,形成 完整 的 编码 序列 。 不 
同 组 织 中 不 编码 蛋白 质 的 第 一 号 外 显 子 的 序列 却 不 相同 。 在 肝脏 中 ,mRNA 5' 
端的 161 个 碱 基 是 由 位 于 第 2 号 外 显 子 转录 起 始点 上 游 4 500 bp 处 的 工 外 显 
子 编码 的 。 在 唾液 腺 中 ,mRNA 5 端的 50 个 碱 基 是 由 位 于 转录 起 始点 上 游 7 300 
bp 处 的 S 外 显 子 编码 的 。 这 样 ,L 外 显 子 和 S 外 显 子 分 别 为 淀粉 酶 mRNA 提供 了 
不 同 的 起 始 序列 。 事 实 上 ,L 外 显 子 只 是 唾液 腺 淀粉 酶 基因 中 内 含 子 序列 的 一 部 
分 ,将 在 mRNA 成 熟 过 程 中 被 切除 。 有 实验 证 明 , 由 S 外 显 子 起 始 的 转录 产物 是 
由 工 外 显 子 起 始 转录 产物 的 100 售 以 上 。 由 于 一 个 基因 的 内 含 子 成 为 男 一 个 基 
因 的 外 显 子 ,形成 基因 的 差别 表达 ,这 是 真 核 基因 断裂 结构 的 一 个 重要 特点 。 


8.1.3 真 核 生 物 DNA 水 平 上 的 基因 表达 调控 


分 子 生物 学 的 最 新 研究 表明 ， 在 个 体 发 育 过 程 中 ， 用 来 合成 RNA 的 DNA 
模板 也 会 发 生 规律 性 变化 ,从 而 控制 基因 表达 和 生物 体 的 发 育 。 

高 度 重 复 基 因 的 形成 通常 与 个 体 分 化 阶段 DNA 的 某 些 变化 有 关 。 例 如 ,一 
个 成 熟 的 红细胞 能 产生 大 量 的 可 翻译 出 成 熟 珠 蛋白 的 mRNA ,而 其 前 体 细胞 却 
不 产生 珠 和 蛋白 。 许 多 情况 下 ,这 种 变化 是 由 于 基因 本 身 或 它 的 拷贝 数 发 生 了 永 
久 性 变化 。 这 种 DNA 水 平 的 调控 是 真 核 生 物 发 育 调控 的 一 种 形式 , 它 包 括 了 基 
因 丢失 \ 扩 增 、 重 排 和 移 位 等 方式 ,通过 这 些 方式 可 以 消除 或 变换 某 些 基因 并 改 
变 它 们 的 活性 。 这 些 调控 方式 与 转录 及 翻译 水 平 的 调控 是 不 同 的 ,因为 它 使 基 
因 组 发 生 了 改变 。 

1.“ 开 放 " 型 活性 染色 质 (active chromatin ) 结 构 对 转录 的 影响 

真 核 基因 的 活跃 转录 是 在 常 染色 质 上 进行 的 。 转 录 发 生 之 前 ,染色 质 常常 
会 在 特定 的 区 域 被 解 旋 松弛 ,形成 自由 DNA。 这 种 变化 可 能 包括 核 小 体 结构 的 
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消除 或 改变 ,DNA 本 身 局 部 结构 的 变化 ,从 右 旋 型 变 为 左旋 型 (Z-DNA) 等 ,这 些 
变化 可 导致 结构 基因 暴露 ,促进 转录 因子 与 启动 区 DNA 的 结合 ,诱发 基因 转录 。 

用 DNA 酶 I 处 理 各 种 组 织 的 染色 质 时 ， 发 现 处 于 活跃 状态 的 基因 比 非 活 
跃 状态 的 DNA 更 容易 被 DNA 酶 I 所 降解 。 鸡 成 红细胞 (erythroblast) 染 色 质 中 ， 
B- 血 红 蛋 白 基 因 比 卵 清和 蛋白 基因 更 容易 被 DNA 酶 I 切割 降解 。 与 此 相反 , 鸡 输 
卵 管 细胞 的 染色 质 中 被 DNA 酶 I 优先 降解 的 是 卵 清 蛋 白 基 因 ， 而 不 是 B- 血 红 
蛋白 基因 ,那么 ,活跃 状态 的 DNA 为 什么 更 易于 受 核酸 酶 的 攻击 而 降解 呢 ? 研 究 
发 现 ， 活跃 表达 基因 所 在 染色 质 上 一 般 含 有 一 个 或 数 个 DNA 酶 I 超 敏感 位 点 
(hypersensitive site) ,它们 大 多 位 于 基因 5' 端 启动 区 ,少数 在 其 他 位 置 。 非 活性 
态 基 因 的 5' 端 相应 位 点 却 不 表现 对 DNA 酶 工 的 超 敏感 性 。 果 蝇 唾 液 腺 染色 体 中 ， 
胶原 蛋白 基因 sgs4 的 转录 区 上 游 330 bp 和 405 bp 左右 各 有 一 个 超 敏 感 位 点 ,有 
突变 体 缺 失 了 包括 这 两 个 超 敏 感 位 点 大 约 100 个 bp 的 DNA 序列 后 就 不 再 具备 
合成 胶原 蛋白 的 能 力 ,说 明 两 个 完整 的 超人 敏感 位 点 是 sgs4 基因 转录 所 必需 的 。 

此 外 ， 鸡 成 红细胞 中 B- 血 红 蛋 白 基 因 5' 端 -280~-50 bp 区 是 超 敏 感 位 点 。 
有 人 用 专 一 切割 单 链 DNA 的 SI 核酸 酶 处 理 该 基因 活跃 表达 的 染色 体 DNA ,证 
实 有 DNA 被 水 解 ,说 明 该 基因 活跃 表达 时 启动 区 部 分 序列 可 能 解 开 成 单 链 ,从 
而 不 能 继续 缠绕 在 核 小 体 上 ,使 启动 区 DNA* 裸 露 " 于 组 蛋白 表面 ,形成 了 对 
DNA 酶 1 的 超 敏 感 现象 。 上述 事实 充分 说 明 , 超 敏感 位 点 的 产生 可 能 是 染色 质 
结构 规律 性 变化 的 结果 。 正 是 由 于 这 种 变化 ,使 DNA 容易 与 RNA 聚合 酶 和 其 
他 转录 调控 因子 相 结合 ,从 而 启动 基因 表达 ,同时 也 更 易于 被 核酸 酶 所 降解 。 

有 证 据 表 明 ,存在 于 “ 灯 刷 型 "染色 体 (lamp brush) 上 的 环形 结构 可 能 与 基 
因 的 活性 转录 有 关 ( 图 8-10)。“ 灯 刷 型 "染色 体 只 有 在 两 栖 动 物 卵细胞 发 生 减 
数 分 裂 时 才能 被 观察 到 , 它 是 染色 体 充分 伸展 时 的 一 种 形态 。 此 时 ,两 对 姐妹 染 
色 体 常 常 通过 “交叉 点 "(chiasmata) 连 成 一 体 (图 8-10a) 。 高 倍 电镜 下 观察 发 现 ， 
灯 刷 型 染色 体 上 存在 许多 突起 的 “ 泡 " 状 或 “ 环 " 状 结构 ,有 时 还 能 看 到 RNP 沿 


有 图 8-10 “ 灯 刷 型 "染色 体 (a) 及 存在 于 “活性 "染色 质 区 的 环 状 DNA 结构 (bj (a) 中 
箭头 所 示 为 不 同 姐 妹 染 色 体 对 之 间 的 交叉 点 
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着 这 些 突起 结构 移动 ,表明 这 些 DNA 正在 被 RNA 聚合 酶 所 转录 (图 8-10b)。 班 
尿 喀 啶 核 苷 酸 标 记 实 验 表 明 ,最 活跃 的 DNA 转录 区 结构 较为 伸展 ,形成 蓬松 区 。 

研究 小 鼠 细 胞 非 活 化 染色 质 时 发 现 ， 核 小 体 核心 组 蛋白 H3 第 110 位 的 琉 
基 处 于 封闭 状态 。 当 该 基因 活跃 表达 时 , 核 小 体 转变 为 伸展 状态 ,H3 上 可 检测 
到 殖 基 活性 。 研 究 原 癌 基 因 c-fos 和 c-myc 的 诱导 表达 时 也 发 现 , 在 基因 活 蚂 转 
录 的 数 十 分 钟 或 数 小 时 内 ,这 些 基因 绝 大 部 分 都 分 布 在 伸展 状态 ( 即 活性 ) 染 色 
质 中 ,而 一 旦 转录 终止 ,这 些 基因 又 重新 分 布 到 非 活化 的 压缩 状态 中 ,表明 转录 
时 核 小 体 伸 展 或 压缩 状态 的 转换 是 可 逆 的 。 

2. 基因 扩 增 

基因 扩 增 是 指 某 些 基 因 的 拷贝 数 专 一 性 大 量 增加 的 现象 , 它 使 细胞 在 短期 
内 产生 大 量 的 基因 产物 以 满足 生长 发 育 的 需要 ,是 基因 活性 调控 的 一 种 方式 。 例 
如 ,非洲 爪 蟒 的 卵 母 细 胞 中 原 有 rRNA 基因 (rDNA) 约 500 拷贝 ,在 减 数 分 裂 工 的 
粗 线 期 ,这 个 基因 开始 迅速 复制 ,到 双 线 期 它 的 拷贝 数 约 为 200 万 , 扩 增 近 4 000 
倍 ,可 用 于 合成 102 个 核糖 体 ,以 满足 卵 裂 期 和 胚胎 期 合成 大 量 蛋 白质 的 需要 。 在 
基因 扩 增 之 前 ,整个 rDNA 区 位 于 单个 核 仁 中 (人 们 发 现 大 部 分 动物 细胞 中 都 有 这 
种 含 rDNA 的 核 内 小 体 )。 在 该 细胞 发 育成 卵 母 细 胞 的 过 程 中 ( 约 3 周 时 间 ) ,不 但 
rDNA 数量 猛 增 , 核 仁 数 量 也 大 大 增加 ,每 个 核 中 可 有 几 百 个 这 样 的 小 核 仁 。 一 旦 
卵 母 细 胞 成 熟 ,多 余 的 rDNA 就 没有 用 了 ,将 被 逐渐 降解 。 受 精 之 后 ,染色体 DNA 
开始 复制 ,并 通过 有 丝 分 裂 的 方式 ,不断 扩大 细胞 群体 。 在 此 期 间 ,多 余 的 rDNA 继 
续 被 降解 ,直到 分 裂 产 生 几 百 个 细胞 时 ,rDNA 的 过 剩 现象 就 不 复 存 在 了 。 

果 蝇 中 也 发 现 了 基因 扩 增 现象 。 在 卵巢 成 熟 之 前 ,卵巢 颗粒 细胞 中 产生 卵 
壳 蛋 白 的 基因 被 扩 增 。 果 蝇 中 的 卵 原 细胞 ,经 4 次 分 裂 产生 16 个 细胞 ,其 中 一 
个 是 卵 母 细胞 (oocyte ) ,将 发 育成 为 卵细胞 。 其 他 15 个 是 营养 细胞 (nurse cell) ， 
它们 为 卵细胞 的 形成 提供 大 量 的 蛋白 质 及 其 他 大 分 子 物质 。 营养 细胞 之 所 以 能 
够 产生 大 量 的 营养 物质 ， 是 因为 在 它们 的 形成 过 程 中 发 生 了 多 次 特殊 的 DNA 
复制 , 卵 帝 蛋白 等 基因 拷贝 数 显 著 增 加 。 营养 细胞 与 卵细胞 通过 胞 质 桥 相连 ,使 
基因 产物 顺利 进入 正在 增 大 的 卵细胞 ,因此 ,在 卵 发 生 后 期 ,营养 细胞 能 合成 大 
量 卵 壳 蛋 白 ,把 卵 母 细胞 包 右 在 卵 壳 内 。 

3. 基因 重 排 与 变换 

将 一 个 基因 从 远离 启动 子 的 地 方 移 到 距 它 很 近 的 位 点 从 而 启动 转录 ,这 种 方 
式 被 称 为 基因 重 排 。 通 过 基因 重 排 调 节 基 因 活 性 的 典型 例子 是 免疫 球 蛋白 结构 基 
因 和 T- 细 胞 受 体 基因 的 表达 ,前 者 是 由 B- 淋 巴 细胞 合成 的 ,而 后 者 则 由 T- 淋 巴 
细胞 合成 。 免 疫 球 和 蛋白 的 肽 链 主要 由 可 变 区 (V 区 ) 恒定 区 (C 区 ) 以 及 两 者 之 间 的 
连接 区 (J 区 ) 组 成 ( 表 8-3),Y、.C 和 J 基因 片段 在 胚胎 细胞 中 相隔 较 远 。 编 码 产生 
免疫 球 蛋 白 的 细胞 发 育 分 化 时 ， 通 过 染色 体内 DNA 重组 把 4 个 相隔 较 远 的 基因 
片段 连接 在 一 起 ,从 而 产生 了 具有 表达 活性 的 免疫 球 蛋 白 基 因 ( 图 8-11 )， 

酵 峡 有 两 种 交配 型 ,M47ao 和 M47a， 相 当 于 高 等 真 核 生 物 中 的 雌性 和 梭 
性 。 由 于 酵母 主要 通过 无 性 的 细胞 分 裂 方式 来 增殖 ,整个 群体 很 容易 变 成 只 有 
一 种 交配 型 ,从 而 失去 通过 有 性 繁殖 得 到 下 一 代 的 机 会 。 这 种 现象 在 遗传 学 上 
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表 8-3 人 类 基因 组 中 免疫 球 蛋 白 基因 主要 片段 的 数量 比较 


重 链 IGH 14 86 30 9 11 
轻 链 (k 链 ) IGK 2 76 0 5 1 
轻 链 (入 链 ) ICGE 22 52 0 了 7 


(a)IGH 基因 座 的 分 布 情况 
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(b) 通 过 基因 重 排 (rearrangement) 获得 功能 型 免疫 球 蛋 白 重 链 基 因 
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上 图 8-11 免疫 球 蛋 白 重 链 基 因 片 段 重 排 与 组 织 特异 性 表达 


是 有 风险 的 ,因为 无 性 生殖 得 到 的 群体 中 遗传 性 状 往往 较为 单一 。 为 了 避免 这 
种 情况 ,酵母 细胞 能 通过 一 种 被 称 为 “交配 型 转换 "(mating type switching) 的 过 
程 改 变 自 己 的 性 别 。 这 个 过 程 有 时 也 被 称 为 基因 转换 (gene conversion ) 。 研究 酵 
母 染 色 体 上 交配 型 基因 位 点 发 现 ， 每 个 单 倍 体 酵 母 细胞 都 分 别 带 有 MA Ta 或 
M47a 基因 ， 在 这 个 基因 位 点 的 两 侧 分 别 存在 着 两 个 MAT 样 基因 ,HMLa 和 
EMRa, 其 序列 分 别 与 M47a 和 M47a 完 全 相同 ,只 不 过 这 两 个 基因 一 般 情况 下 
都 不 能 表达 ,在 它们 的 上 游 调控 区 有 “沉默 子 " 阻 过 基因 表达 。 所 以 ,BAMLa 和 
HMRa 又 被 称 为 “沉默 交配 型 盒 "。 交 配 型 转换 的 第 一 步 是 核酸 内 切 酶 HO 在 
MAT 基因 内 部 一 个 24 bp 序列 处 切 开 双 链 DNA ,自由 的 3' 端 又 在 DNA 聚合 酶 
的 作用 下 以 上 游 (或 下 游 )HMLa 基因 为 模板 合成 双 链 DNA ,直到 完全 置换 原 有 
的 MATa 基因 ,完成 性 别 变 换 (图 8-12)。 

此 外 ,人 血红 蛋白 基因 表达 也 有 这 种 现象 。B 链 基因 家 族 的 调节 基因 和 受 
体 基 因原 来 是 被 间隔 序列 分 隔 开 的 ,因此 这 些 结构 基因 没有 活性 。 在 胚胎 发 育 
早期 ,由 于 间隔 序列 $, 缺失 ,导致 调节 基因 R 和 受 体 基因 4, 连接 在 一 起 ,形成 
调节 启动 基因 (RA1) ,邻近 的 结构 基因 转录 产生 s 肽 链 。 在 胚胎 发 育 后 期 (3~9 
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有 图 8-12 酵母 基因 重 排 与 交配 型 转换 


个 月 ), 由 于 间隔 序列 5, 缺失 ,使 调节 基因 R 和 4, 连接 在 一 起 ,形成 调节 启动 
基因 (RX,) ,邻近 的 结构 基因 转录 产生 y 肽 链 。 人 出 生 以 后 ,由 于 S; 的 缺失 , 形 
成 了 RMA; 调节 启动 基因 ,激活 B 和 8 结构 基因 转录 ,产生 B 和 8 肽 链 。a 肽 链 
基因 的 变换 也 按 这 个 模式 进行 ,形成 了 人 类 血红 蛋白 肽 链 组 成 的 规律 性 变化 。 


8.1.4 ”DNA 甲 基 化 与 基因 活性 的 调控 


DNA 甲 基 化 是 最 早 发 现 的 修饰 途径 之 一 ,这 一 修饰 途径 可 能 存在 于 所 有 高 
等 生物 中 并 与 基因 表达 调控 密切 相关 。 大 量 研究 表明 ,DNA 甲 基 化 能 关闭 某 些 
基因 的 活性 ,去 甲 基 化 则 诱导 了 基因 的 重新 活化 和 表达 。DNA 甲 基 化 能 引起 染 
色 质 结构 .DNA 构象 .DNA 稳定 性 及 DNA 与 蛋白 质 相互 作用 方式 的 改变 ,从 而 
控制 基因 表达 。 研 究 证 实 ,CpG 二 核 苷 酸 中 胞 喀 啶 的 甲 基 化 导致 了 人 体 1/3 以 
上 由 于 碱 基 转 换 而 引起 的 遗传 病 。 我 们 将 在 本 节 中 对 DNA 甲 基 化 和 去 甲 基 化 
的 机 制 .DNA 甲 基 化 对 发 育 过 程 中 基因 表达 的 调控 以 及 与 之 有 关 的 研究 进展 一 
一 简 述 。 

1. DNA 的 甲 基 化 

DNA 甲 基 化 修饰 现象 广泛 存在 于 多 种 有 机 体 中 。 实 验证 明 ,这 个 过 程 不 但 
与 DNA 复制 起 始 及 错误 修正 时 的 定位 有 关 ， 还 通过 改变 基因 的 表达 参与 细胞 
的 生长 ,发 育 过 程 及 染色 体 印 迹 、X 染色 体 失 活 等 的 调控 。DNA 甲 基 化 主要 形成 
S- 甲 基 胞 喀 啶 (S-mC) 和 少量 的 Nc- 甲 基 腺 味 吟 (Nc-mA) 及 7- 甲 基 鸟 味 叭 (7- 
mG， 图 8-13)。 在 真 核 生 物 中 ,5- 甲 基 胞 喀 喧 主要 出 现在 CpG 序列 .CpXpG、 
CCA/TGG 和 GATC 中 。 因 为 高 等 生物 CpG 二 核 苷 酸 序列 中 的 C 通常 是 甲 基 化 
的 , 极 易 自发 脱 氨 ,生成 胸腺 喀 啶 ,所 以 CpG 二 核 苷 酸 序列 出 现 的 频率 远 远 低 于 
按 核 苷 酸 组 成 计算 出 的 频率 .由 于 这 些 CpG 二 核 苷 酸 通常 成 串 出 现在 DNA 上 ， 
因此 这 段 序 列 往往 被 称 为 CpG 岛 。 

真 核 生 物 细 胞 内 存在 两 种 甲 基 化 酶 :一 种 被 称 为 日 常 型 甲 基 转 移 酶 , 另 一 
种 是 从 头 合成 型 甲 基 转 移 酶 ,前 者 主要 在 甲 基 化 母 链 (模板 链 ) 指 导 下 使 处 于 半 
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有 图 8-13 5- 甲 基 胞 喀 啶 、Ns- 甲 基 腺 味 叭 和 7- 甲 基 乌 味 叭 结构 式 


甲 基 化 的 DNA 双 链 分 子 上 与 甲 基 胞 喀 啶 相对 应 的 胞 喀 啶 甲 基 化 。 该 酶 催化 特 
异性 极 强 ,对 半 甲 基 化 的 DNA 有 和 较 高 的 亲和力 ,使 新 生 的 半 甲 基 化 DNA 迅速 
甲 基 化 ,从 而 保证 DNA 复制 及 细胞 分 裂 后 甲 基 化 模式 不 变 。 后 者 催化 未 甲 基 化 
的 CpG 成 为 mCpG , 它 不 需要 母 链 指导 ,但 速度 很 慢 。 

2. DNA 甲 基 化 抑制 基因 转录 的 机 制 

DNA 甲 基 化 导致 某 些 区 域 DNA 构象 变化 ,从 而 影响 了 蛋白 质 与 DNA 的 相 
互 作用 ,抑制 了 转录 因子 与 启动 区 DNA 的 结合 效率 ,研究 表明 , 当 组 蛋白 H1 与 
含 CCGG 序列 的 甲 基 化 或 非 甲 基 化 DNA 分 别 形成 复合 体 时 ,DNA 的 构 型 存在 
着 很 大 的 差别 , 甲 基 化 达到 一 定 程度 时 会 发 生 从 常规 的 B-DNA 向 Z-DNA 的 过 
渡 。 由 于 Z-DNA 结构 收缩 ,螺旋 加 深 , 使 许多 蛋白 质 因 子 赖 以 结合 的 元 件 缩 人 
大 沟 而 不 利于 基因 转录 的 起 始 。 有 实验 用 序列 相同 但 甲 基 化 水 平 不 同 的 DNA 
为 材料 ,比较 其 作为 RNA 聚合 酶 转录 模板 的 活性 ,发 现 甲 基 的 引入 不 利于 模板 
与 RNA 聚合 酶 的 结合 ,降低 了 其 体外 转录 活性 。 

5- 甲 基 胞 喀 啶 在 DNA 上 并 不 是 随机 分 布 的 ， 基 因 的 5' 端 和 3' 端 往往 富 含 
甲 基 化 位 点 ， 而 启动 区 DNA 分 子 上 的 甲 基 化 密度 与 基因 转录 受 抑制 的 程度 密 
切 相关 (图 8-14)。 对 于 弱 启 动 子 来 说 ,稀少 的 甲 基 化 就 能 使 其 完全 失去 转录 活 
性 。 当 这 一 类 启动 子 被 增强 时 ( 带 有 增强 子 ) ,即使 不 去 甲 基 化 也 可 以 恢复 其 转 
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有 图 8-14 DNA 甲 基 化 对 基因 转录 的 抑制 作用 箭头 粗细 表示 转录 活性 强 
弦 , 空 心 图 表示 DNA 未 甲 基 化 ,小 黑 点 表示 DNA 甲 基 化 ,椭圆 形 表示 MeCPI 松 
散 结合 ,长 方形 表示 MeCPIl 紧密 结合 。 


录 活 性 。 若 进一步 提高 甲 基 化 密度 ,即使 增强 后 的 启动 子 仍 无 转录 活性 . 因为 甲 
基 化 对 转录 的 抑制 强度 与 MeCPI(methyl CpG-binding protein 1) 结 合 DNA 的 能 
力 呈 正 相关 , 甲 基 化 CpG 的 密度 和 启动 子 强度 之 间 的 平衡 决定 了 该 启动 子 是 否 
具有 转录 活性 。 

研究 证 实 ,小 鼠 a- 珠 蛋白 基因 和 人 y- 珠 蛋白 基因 内 CpG 密度 较 低 ,前 者 
1.4kb 序列 内 含有 28 个 CpG( 相 当 于 每 50 bp 有 一 个 CpG) ,后 者 3.3 kb 序列 内 
含有 26 个 CpG( 相 当 于 每 126 bp 有 一 个 CpG) ,而 人 a- 珠 蛋白 基因 内 CpG 密 
度 很 高 ,1.5 kb 序列 中 有 141 个 CpG (相当 于 每 10bp 有 一 个 CpG)( 图 8-15a)。 
可 以 用 细菌 Hha I 申 基 转移 酶 处 理 人 a- 珠 蛋白 基因 使 其 低 水 平 甲 基 化 (平均 每 
62 个 bp 有 一 个 mCpG,1.5 kb 序列 中 有 24 个 mCpG)， 也 可 以 用 5ss I 甲 基 化 酶 
把 该 基因 上 所 有 CpG 全 部 甲 基 化 ,将 上 述 CpG 密度 不 同 . 甲 基 化 水 平 也 不 同 的 
基因 导入 人 HelLa 细胞 发 现 , 一 旦 CpG 完全 甲 基 化 ,这 3 个 基因 都 不 表达 。 但 如 
果 在 这 些 基 因 的 启动 区 装 上 SV40 增强 子 序列 ,CpG 密度 较 低 的 基因 如 小 鼠 a- 
珠 蛋 白 基因 和 人 y- 珠 蛋白 基因 就 得 到 表达 ， 高 CpG 密度 但 只 有 部 分 甲 基 化 的 
人 a- 珠 蛋白 基因 也 能 被 转录 ,CpG 密度 高 同时 又 完全 甲 基 化 的 人 a- 珠 蛋白 基 
因 仍然 不 被 转录 (图 8-15b)。 

DNA 的 甲 基 化 还 提高 了 该 位 点 的 突变 频率 。 真 核 生物 中 5-mcC 主要 出 现在 
5 -Cpc-3 "序列 中 ,5-mcC 脱 氨 后 生成 的 胸腺 喀 啶 (T) ,不 易 被 识别 和 校正 ,因此 ， 
特定 部 位 的 5-mC 脱 氨基 反应 ,将 在 DNA 分 子 中 引入 可 遗传 的 转化 (C 一 T) , 若 
位 点 突变 发 生 在 DNA 功能 区 域 , 就 可 能 造成 基因 表达 的 亲 乱 。 在 脑 痛 .乳腺 瘤 
和 直肠 癌 细 胞 中 ,p53 基因 第 273 位 密码 子 含 CpG 序列 , 常 由 CGT 突变 为 CAT 
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有 图 8-15 三 个 珠 蛋 白 的 基因 编码 区 及 启动 区 的 CpG 密度 比较 (a) 和 甲 基 化 对 这 些 基因 表 
达 强 高 的 影响 (b) 无 :没有 甲 基 化 ;部 :部 分 甲 基 化 5B- 珠 蛋白 mRNA 作为 对 照 。 


或 TGT(Arg 一 His 或 Cys)。 在 非 小 细胞 肺癌 中 p53 基因 该 位 点 G 一 T 的 突变 频 
率 高 达 59.3%。 由 于 CpG 甲 基 化 增加 了 胞 喀 啶 残 基 突变 的 可 能 性 ,5-mcC 也 作为 
内 源 性 诱 变 剂 或 致癌 因子 调节 基因 表达 。 

3. DNA 甲 基 化 与 X 染色 体 失 活 

X 染色 体 失 活 是 发 育 过 程 中 独特 的 调节 机 制 。 肉 性 胎生 哺乳 动物 细胞 中 两 
条 X 染色 体 之 一 在 发 育 早 期 随机 失 活 ,以 确保 与 只 有 一 条 X 染色 体 的 雄性 个 体 
内 X 染色 体 基 因 的 剂量 相同 。 一 旦 发 生 X 染色 体 失 活 ,这 个 信息 便 能 够 稳定 地 
传递 给 子 代 细胞 ， 使 该 细胞 有 丝 分 裂 所 产生 的 后 代 都 保持 同一 条 X 染色 体 失 
活 。 因 为 人 类 X 染色 体 上 有 1 亿 2 千 800 万 个 碱 基 对 和 1 465 个 基因 ,所 以 X 
染色 体 失 活 机 制 与 大 量 基因 的 表达 与 否 密切 相关 ,是 发 育 调控 中 的 一 个 广 为 研 
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究 的 课题 。 

很 早 以 前 ， 人 们 就 发 现 X 染色 体 上 存在 一 个 与 X 染色 体 失 活 有 密切 联系 
的 核心 部 位 。 若 X 染色 体 和 常 染色 体 间 发 生 染 色 体 易 位 ,使 X 染色 体 分 裂 为 两 
个 片段 ,其 中 只 会 有 一 个 片段 失 活 , 另 一 个 片段 则 在 所 有 细胞 中 保持 活性 。X 染 
色 体 上 的 基因 ,如果 与 失 活 片段 相连 接 就 失去 表达 活性 , 若 与 不 失 活 片段 相连 
接 则 保持 表达 活性 。 这 就 是 说 ,在 失 活 的 片段 上 可 能 存在 着 一 个 失 活 中 心 , 另 一 
片段 很 可 能 由 于 缺乏 该 核心 区 域 而 保持 活性 。 人 们 将 该 核心 区 命名 为 X 染色 体 
失 活 中 心 (X-chromosome inactivation center,Xic) ,并 定位 在 人 Xql3 区 (正好 是 
Barr 氏 小 体 浓缩 部 位 ) 和 小 鼠 的 3XD。 失 活 的 染色 体 上 绝 大 多 数 基因 都 处 于 关 
闭 状态 ,DNA 序列 都 呈 高 度 甲 基 化 。 

研究 人 X 染色体 发 现 了 一 个 重要 的 基因 Xist(xi-specific transcript) ,该 基 
因 只 在 失 活 的 X 染色 体 上 表达 ,而 不 在 活性 的 X 染色 体 上 表达 ( 表 8-4)。 在 小 
鼠 Xic 位 点 上 也 发 现 了 与 人 Xist 有 高 度 同 源 性 的 Xist 基因 ,人 和 小 鼠 Xist 基因 
的 高 度 保守 性 和 其 染色 体 定位 ,以 及 该 基因 表达 的 独特 性 ,暗示 它 可 能 参与 了 
X 染色 体 的 失 活 过 程 。 进 一 步 分 析 发 现 ,人 Xist 基因 至 少 有 8 个 外 显 子 ,总 长 约 
17 kb ,其 中 第 一 号 外 显 子 长 达 11 364 bp ,第 六 号 外 显 子 也 长 达 4 543 bp ,整个 
Xist 序列 中 存在 多 个 串联 的 重复 序列 。 有 趣 的 是 ,该 基因 产物 是 一 功能 性 RNA 
分 子 ,不 含 ORF , 却 含 有 大 量 的 终止 密码 子 ,因此 并 不 编码 蛋白 质 ,而 且 该 RNA 
分 子 只 存在 于 细胞 核 内 ,不 向 细胞 质 转移 。 实 验证 明 ,Xist RNA 分 子 能 与 Xic 位 
点 相互 作用 ,引起 后 者 构象 变化 ,更 容易 与 各 种 蛋白 因子 相 结合 ,最终 导致 X 染 
色 体 失 活 。 

表 8-4 Xist 甲 基 化 与 X 染色 体 失 活 


甲 基 化 ,不 转录 活性 去 甲 基 化 ,活性 
去 甲 基 化 、 转 录 失 活 甲 基 化 , 失 活 


可 以 肯定 ,Xist 基因 的 表达 是 决定 X 染色 体 失 活 的 关键 因素 。 那 么 ,Xist 基 
因 的 表达 调控 又 是 受到 何 种 因素 影响 的 呢 ? 研究 发 现 ,活性 X 染色 体 上 的 Xist 
基因 总 是 甲 基 化 的 ,而 失 活 X 染色 体 上 该 位 点 都 是 去 甲 基 化 的 。 雄 性 体 细胞 只 
含有 一 条 X 染色 体 ,永远 处 于 活性 状态 ,其 Xist 基因 内 部 及 5' 端 启动 区 都 高 度 
甲 基 化 。 肉 性 体 细胞 含有 两 条 X 染色 体 , 活 性 X 染色 体 上 Xist 位 点 都 高 度 甲 基 
化 ,而 失 活 X 染色 体 上 Xist 位 点 都 没有 甲 基 化 。 


8.2 真 核 基因 转录 机 器 的 主要 组 成 


真 核 基因 调控 主要 也 是 在 转录 水 平 上 进行 的 , 受 大 量 特定 的 顺 式 作用 元 件 
(cis-acting element) 和 反 式 作用 因子 (trans-acting factor, 又 称 跨 域 作用 因子 ) 的 
调控 , 真 核 生物 的 转录 调控 大 多 数 是 通过 顺 式 作用 元 件 和 反 式 作用 因子 复杂 的 
相互 作用 来 实现 的 。 


8.2 真 核 基因 转录 机 器 的 主要 组 成 > 


8.2.1 真 核 基因 的 转录 


一 个 完整 的 基因 ,不 但 包括 编码 区 (coding region), 还 包括 5' 和 3' 端 长 度 不 
等 的 特异 性 序列 ,它们 虽然 不 编码 氨基 酸 , 却 在 基因 表达 的 过 程 中 起 着 重要 作 
用 。 所 以 ,* 基 因 " 的 分 子 生 物 学 定义 是 :产生 一 条 多 肽 链 或 功能 RNA 所 必需 的 
全 部 核 苷 酸 序列 (图 8-16 ) 。 由 于 真 核 生 物 3 种 RNA 聚合 酶 中 ,只 有 聚合 酶 工 能 
够 转录 信使 RNA 前 体 ， 并 在 加 工 成 熟 后 按照 三 联 子 密码 的 原理 翻译 成 蛋白 质 
产物 ,我 们 在 这 里 主要 讨论 RNA 聚合 酶 开 的 基因 转录 及 其 调控 过 程 。 
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有 图 8-16 真 核 基因 的 一 般 构 造 示意 图 


1. 启动 子 (promoter) 

真 核 基因 启动 子 由 核心 启动 子 和 上 游 启动 子 两 个 部 分 组 成 ,是 在 基因 转录 
起 始 位 点 (+1) 及 其 $ 上 游 大 约 100~200 bp 以 内 的 一 组 具有 独立 功能 的 DNA 
序列 ,每 个 元 件 长 度 约 为 7~20 bp, 是 决定 RNA 聚合 酶 开 转 录 起 始点 和 转录 频 
率 的 关键 元 件 。 

J 核心 启动 子 (core promoter) 指 保证 RNA 聚合 酶 开 转 录 正 常 起 始 所 必 
需 的 .最少 的 DNA 序列 ,包括 转录 起 始 位 点 及 转录 起 始 位 点 上 游 -30~-25 bp 处 
的 TATA 盒 。 核 心 启 动 子 单独 起 作用 时 ,只 能 确定 转录 起 始 位 点 并 产生 基础 水 
平 的 转录 。 

@) 上 游 启 动 子 元 件 (upstream promoter element,UPE ) 包 括 通常 位 于 -70 bp 
附近 的 CAAT 盒 (CCAAT) 和 GC 盒 (GGGCGG) 等 ,能 通过 TFID 复合 物 调节 转 
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录 起 始 的 频率 ,提高 转录 效率 。 

2. 转录 模板 

包括 从 转录 起 始 位 点 到 RNA 聚合 酶 转录 终止 处 的 全 部 DNA 序列 。 

3. RNA 聚合 酶 开 

RNA 聚合 酶 开 由 至 少 10~12 个 亚 基 组 成 ， 各 亚 基 的 相对 分 子 质量 在 1x 
104~2.4x105, 有 些 亚 基 也 在 聚合 酶 工 . 焉 中 共用 。 其 中 2.4x10* 最 大 亚 基 的 羧基 
端 含有 由 7 个 氨基 酸 残 基 (Tyr-Ser-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser) 组 成 的 多 磷酸 化 位 点 
重复 序列 , 称 为 羧基 端 结构 域 (CTD ) 。 

4. RNA 聚合 酶 工 基础 转录 所 需 的 蛋白 质 因 子 ( 以 “TFI" 表 示 ) 

在 生理 条 件 下 ,RNA 聚合 酶 开 转 录 某 个 基因 时 通常 需要 与 20 种 以 上 的 蛋 
白质 因子 结合 形成 转录 起 始 复合 物 。TFID TFIB 和 TFIF 与 RNA 聚合 酶 了 [ 
可 在 启动 子 上 形成 最 初级 复合 物 ,开始 转录 mRNA ,加 入 TFIHE 和 TFIH 后 形 
成 完整 的 转录 复合 物 并 转录 出 长 链 RNA ,加 入 TFIA 可 进一步 提高 转录 效率 。 
RNA 聚合 酶 开 没 模板 滑动 时 ,TFID 及 TFIA 滞 留 在 转录 起 始 位 点 上 ,其 他 因 
子 随 聚合 酶 向 模板 DNA 的 3' 端 移动 。 

研究 RNA 聚合 酶 开 起 始 的 基因 转录 的 终止 位 点 发 现 ， 几 乎 所 有 真 核 基 因 
的 3' 端 都 存在 一 个 poly A 位 点 ， 该 位 点 上 游 15~30 bp 处 的 保守 序列 AATAAA 
对 于 初级 转录 产物 的 准确 切割 及 加 poly A 是 必需 的 。 点 突变 实验 将 AATAAA 
变 为 AACAAA ， 虽 然 维持 了 该 基因 的 转录 活性 ， 却 发 现 mRNA 的 剪接 加 工 受 
阻 , 因 而 没有 功能 性 mRNA 产生 。 

尽管 poly A 位 点 及 AATAAA 的 存在 对 于 基因 的 转录 和 成 熟 意 义 重大 ,但 
RNA 聚合 酶 卫 却 不 在 该 位 点 终止 转录 ， 大 部 分 已 知 基因 的 初级 转录 产物 拥有 
poly A 位 点 下 游 0.5~2 kb 序列 。 到 目前 为 止 , 科 学 家 尚未 发 现 某 个 单一 位 点 具 
有 特异 的 转录 终止 性 能 。 但 是 ,小 鼠 B- 珠 蛋白 基因 的 终止 区 (terminator) 能 被 用 
来 终止 腺 病毒 基因 的 转录 , 农 杆 菌 胭脂 碱 合 成 酶 基因 终止 区 能 被 用 来 终止 几乎 
所 有 的 外 源 基 因 ,说 明 可 能 存在 共同 的 转录 终止 机 制 。 


8.2.2 增强 于 及 其 对 转录 的 影响 


增强 子 是 指 能 使 与 它 连 锁 的 基因 转录 频率 明显 增加 的 DNA 序列 ， 最 早 发 
现 于 SV40 早期 基因 的 上 游 ,有 两 个 长 72 bp 的 正 向 重复 序列 。 病毒 植物 ,动物 
和 人 类 正常 细胞 中 都 发 现 有 增强 子 存在 。 重 组 实验 表明 ,如 果 把 SV40 增强 子 上 
的 两 个 72 bp 重复 序列 同时 删除 ,基因 表达 的 水 平 会 降低 很 多 。 但 如 果 把 该 增 
强 子 的 一 个 重复 序列 放 回 原 处 或 重组 DNA 的 任何 位 置 上 , 则 基因 转录 正常 。 如 
果 将 人 B- 血 红 蛋 白 基 因 克 隆 到 带 有 72 bp 重复 序列 的 DNA 上， 这 个 基因 在 体 
内 的 表达 将 提高 200 倍 以 上 ， 即 使 72 bp 序列 位 于 该 基因 转录 起 始 位 点 上 游 
3 kb 或 下 游 2.5 kb , 仍 不 例外 。 

作为 基因 表达 的 重要 调节 元 件 ,增强 子 通常 具有 下 列 特性 : 

Q 增强 效应 十 分 明显 。 一 般 能 使 基因 转录 频率 增加 10~200 倍 , 有 的 可 以 
增加 上 千 倍 ,如 经 人 巨大 细胞 病毒 增强 子 增 强 后 的 珠 蛋 白 基 因 表达 频率 比 该 基 
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因 正 常 转录 高 600~1 000 倍 。 

@@ 增强 效应 与 其 位 置 和 取向 无关 。 不 论 增强 子 以 什么 方向 排列 (5' 一 3 人 ' 或 
3' 一 5'), 其 至 与 靶 基 因 相 距 3 000 bp 或 在 靶 基 因 下 游 , 均 表 现 出 增强 效应 。 

@@ 大 多 为 重复 序列 ,一般 长 约 50 bp, 适 合 与 某 些 蛋 白 因 子 结合 。 其 内 部 常 
含有 一 个 核心 序列 :(G)TGGA/TA/TA/T(G) ,该 序列 是 产生 增强 效应 时 所 必需 的 。 

@ 其 增强 效应 有 严密 的 组 织 和 细胞 特异 性 ， 说 明 增 强 子 只 有 与 特定 蛋白 
质 (转录 因子 ) 相 互 作 用 才能 发 挥 功 能 。 

名 没有 基因 专 一 性 ,可 以 在 不 同 的 基因 组 合 上 表现 增强 效应 。 

@@ 许多 增强 子 还 受 外 部 信和 号 的 调控 ， 如 金属 硫 蛋白 基因 启动 区 上 游 所 带 
的 增强 子 ,就 可 以 对 环境 中 的 锌 、 锅 浓度 做 出 反应 。 

那么 ,增强 子 的 作用 原理 是 什么 呢 ? 由 于 增强 子 常 在 电镜 下 呈现 环 状 结构 ， 
其 活性 与 半 周 DNA 双 螺 旋 (5 bp) 的 奇偶 倍数 有 关 , 表 明 它 的 功能 受 DNA 双 
螺旋 空间 构象 的 影响 。 增 强 子 可 能 有 如 下 3 种 作用 机 制 ， 中 影响 模板 附近 的 
DNA 双 螺 旋 结 构 ,导致 DNA 双 螺 旋 弯 折 或 在 反 式 因子 的 参与 下 ,以 蛋白 质 之 间 
的 相互 作用 为 媒介 形成 增强 子 与 启动 子 之 间 * 成 环 "连接 ,活化 基因 转录 ;@ 将 模 
板 固 定 在 细胞 核 内 特定 位 置 ,如 连接 在 核 基质 上 ,有 利于 DNA 拓扑 异 构 酶 改变 
DNA 双 螺 旋 结构 的 张力 ,促进 RNA 育 合 酶 研 存 DNA 链 上 的 结合 和 滑动 ;@@ 增 
强 子 区 可 以 作为 反 式 作用 因子 或 RNA 聚合 酶 工 进入 染色 质 结构 的 “和信 口 ”。 


8.2.3 ” 反 式 作用 因子 


真 核 生 物 启动 子 和 增强 子 是 由 若干 DNA 序列 元 件 组 成 的 ， 由 于 它们 常 与 
特定 的 功能 基因 连锁 在 一 起 ,因此 被 称 为 顺 式 作用 元 件 。 这 些 序列 组 成 基因 转 
录 的 调控 区 ,影响 基因 的 表达 。 在 转录 调控 过 程 中 ,除了 需要 调控 区 外 ,还 需要 
反 式 作用 因子 (图 8-17 )。 

一 般 认 为 ,如 果 某 个 蛋白 是 体外 转录 系统 中 起 始 RNA 合成 所 必需 的 , 它 就 
是 转录 复合 物 的 一 部 分 。 根 据 各 个 蛋白 质 成 分 在 转录 中 的 作用 ,能 将 整个 复合 
物 分 为 3 部 分 : 

QD 参与 所 有 或 某 些 转录 阶段 的 RNA 聚合 酶 亚 基 ,不 具有 基因 特异 性 。 

@ 与 转录 的 起 始 或 终止 有 关 的 辅助 因子 ,不 具有 基因 特异 性 。 

QB 与 特异 调控 序列 结合 的 转录 因子 。 它 们 中 有 些 被 认为 是 转录 复合 物 的 
一 部 分 ,因为 所 有 或 大 部 分 基因 的 启动 区 都 含有 这 一 特异 序列 。 更 多 的 则 是 基 
因 或 启动 子 特异 性 结合 调控 蛋白 ,它们 是 起 始 某 个 (类 ) 基 因 转 录 所 必需 的 。 

在 诸多 转录 因子 中 被 广泛 研究 的 主要 有 识别 TATA 区 的 TFID， 识别 
CAAT 区 的 CTF ,识别 GGGCGG 的 SP1 以 及 识别 热 激 蛋白 启动 区 的 HSF。 已 知 
每 个 细胞 中 可 含有 约 60 000 个 SP1， 而 CTF 的 含量 则 高 达 每 细胞 300 000 个 。 
在 SV40 早期 基因 启动 子 区 ,从 -110~-70 区 ,有 6 个 GC 区 同方 向 串联 排列 , 基 
因 活 牙 表达 时 ,6 个 区 全 部 与 SP1 结合 。 在 胸腺 喀 啶 激酶 基因 启动 子 上 ,各 有 -- 
个 GC 区 分 别 位 于 TATA 区 和 CAAT 区 5' 上 游 端 。 研究 认 为 ,SP1 与 CC 区 结合 
后 ,可 同时 在 DNA 链 的 不 同方 向 与 CAAT 区 结合 因子 (CTF 或 NF1) 及 TATA 
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非 活性 条 件 有 活性 条 件 
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非 活性 蛋白 


去 掉 抑 制 因子 
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非 活性 因子 结合 


有 图 8-17 真 核 生物 中 转录 因子 活性 调节 的 主要 方式 


区 结合 因子 TFID 发 生 作用 ,从 而 促进 RNA 聚合 酶 开 识 别 特定 类 型 的 启动 子 。 

1. DNA 识别 或 结合 域 

反 式 作用 因子 是 能 直接 或 间接 地 识别 或 结合 在 各 类 顺 式 作用 元 件 核心 序 
列 上 ( 表 8-5) ,参与 调控 靶 基 因 转 录 效 率 的 蛋白 质 。 

EL 螺旋 -转折 -螺旋 (helix-turn-helix,H-T-H) 结 构 。 这 一 类 蛋白质 分 子 中 
有 至 少 两 个 a 螺旋 ,中 间 由 短 侧 连 氨 基 酸 残 基 形成 “转折 "”, 近 羧基 端的 a 螺旋 
中 氨基 酸 残 基 的 替换 会 影响 该 蛋白 质 在 DNA 双 螺 旋 大 沟 中 的 结合 .控制 酵母 
交配 型 MAT 基因 座 以 及 果 蝇 体 节 发 育 的 调节 基因 (antip、fiz .ubx) 等 同 源 盒 
(homeobox ) 基 因 所 编码 的 蛋白 都 有 H-T-H 结构 。 与 DNA 相互 作用 时 , 同 源 域 


8.2” 真 核 基因 转录 机 器 的 主要 组 成 > 
表 8-5 部 分 球 蛋白 基因 5' 调 控 区 序列 的 保守 性 比较 


30 区 


小 鼠 B”" GGCCAATCTGCTC GGTATATAAA 


小 鼠 B”™ GGCCAATCTGCTC AGCATATAAG 
免 B GGCCAATCTAC -- GGCATAAAAG 
山羊 B* AGCCAATCTGCTC GGCATAAAAG 
山羊 B- AGCCAATCTGCTC GGCATAAAAG 
人 B GGCCAATCTACTC GGCCATAAAAG 
人 5 AACCAATCTGCTC -GCATAAAAG 
人 GACCAATAGCCTT GGCATAAAAG 
GG! GACCAATAGCCTT GGCATAAAAG 
人 a GACCAATGACTTT GGCATAAAAG 


注 :斜体 表示 高 度 保守 的 序列 


蛋白 的 第 一 二 两 个 螺旋 往往 靠 在 外 侧 ,其 第 三 个 螺旋 则 与 DNA 大 沟 结 合 ,并 
通过 其 N 端的 多 余 辟 与 DNA 的 小 沟 结合 (图 8-18)。 


螺旋 3 位 于 DNA 的 大 沟 中 y 


有 图 8-18 同 源 域 蛋 白 通过 其 第 三 个 螺旋 与 双 链 DNA 的 大 沟 相 结合 ， 其 N 端 的 
延伸 部 分 则 与 DNA 的 小 沟 相 结合 ,提高 了 稳定 性 


(2) 锌 指 (zinc finger) 结构 锌 指 结构 家 族 蛋 白 大 体 可 分 为 锌 指 、 锌 钮 
(twist) 和 锌 簇 (cluster) 结 构 ,其 特有 的 半 胱 氨 酸 和 组 氨 酸 残 基 之 间 氨 基 酸 残 基 
数 基本 恒定 ,有 锌 参与 时 才 具 备 转 录 调 控 活 性 。 重 复 的 锌 指 样 结构 都 是 一 个 a 
螺旋 与 一 个 反 向 平行 B 片 层 的 基部 以 锌 原子 为 中 心 ,通过 与 一 对 半 胱 氨 酸 和 一 
对 组 氨 酸 之 间 形 成 配 位 键 相连 接 , 锌 指环 上 突出 的 赖 氨 酸 、 精 氨 酸 参与 DNA 的 
结合 。 由 于 结合 在 大 沟 中 重复 出 现 的 a 螺旋 几乎 联 成 一 线 ,这 类 蛋白质 与 DNA 
的 结合 很 牢固 ,特异 性 也 很 高 。 类固醇 激素 受 体 家 族 含 有 连续 的 两 个 锌 指 结 构 ， 
其 中 两 个 锌 原子 将 两 个 a 螺旋 装配 成 类 似 H-T-H 的 结构 ， 再 以 同 源 或 异 源 性 
二 聚 体 的 方式 将 两 个 a 螺旋 结合 在 相 邻 的 两 个 大 沟 中 (图 8-19)。 
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转录 激活 区 DNA 结合 区 激素 结合 区 
(其 序列 和 长 度 都 有 变化 ) (66~68 个 残 基 ， (序列 和 长 度 都 可 变 ) 
高 度 保守 ) 


有 图 8-19 典型 的 类 固 醇 激素 受 体 结构 示意 图 


大 部 分 蛋白 质 中 的 锌 指 区 都 聚合 成 一 组 ， 但 也 发 现 少量 蛋白 如 果 蝇 中 的 
Hunchback 因子 ,有 不 止 一 个 锌 指 艇 。 锌 指 簇 在 这 些 调控 蛋白 上 的 分 布 也 很 不 
相同 ,在 ADR1 中 , 锌 指 区 只 占 一 个 很 小 的 结构 区 ,而 在 TF 亚 A 中 ,整个 蛋白 几 
乎 被 各 个 锌 指 区 所 覆盖 。 由 于 锌 指 区 最 早 是 从 RNA 聚合 酶 工 和 亚 的 转录 因子 
中 发 现 的 ,所 以 一 般 认为 , 某 个 蛋白 如 果 拥 有 一 个 或 多 个 成 入 的 锌 指 区 ,那么 它 
就 很 可 能 是 转录 因子 ， 这 就 是 为 什么 尽管 我 们 不 了 解 TDF Kruppel 及 Hunch- 
back 的 功能 ,但 仍 把 它们 归纳 在 表 8-6 中 的 原因 。 


表 8-6 一 些 转录 因子 和 蛋白 质 通过 Cys2/His2 与 DNA 相 结 合 


相对 分 “” 锌 指 DNA 结 


子 质 量 数 
TF 亚 和 A 哺乳 动物 7.3x10* 9 50 55 基因 与 RNA 聚合 酶 亚 作 
用 ,促进 SS 基因 转录 
SP1 哺乳 动物 1.1x10: 3 10 GC 区 与 RNA 聚合 酶 工作 
用 。 广 泛 性 调控 因子 
ADRI 果 蝇 1 , Wl 22 ADH2 基因 与 RNA 聚合 酶 工作 
用 ,激活 ADH2 基因 
TDF 哺乳 动物 ? 13 ? ? 决定 雄性 性 别 
Kruppel 果 量 6.0 x10 0 人 胚胎 分 化 
Hunch-Back 果 蝇 8.0x10 4+2 党 ? 胚胎 分 化 


此 外 ,有 些 锌 指 蛋 白 具 有 不 同 的 序列 
Cys 一 X: 一 Cys 一 XN 一 Cys 一 X 一 Cys 
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这 一 结构 被 称 为 Cys2/Cys2 锌 指 ， 表 8-7 是 部 分 具有 这 种 锌 指 的 转录 因 
子 及 其 一 般 特征 。 从 表 8-7 中 可 以 看 出 ,这 些 蛋 白 一 般 不 具有 大 量 重复 性 锐 
指 , 它 们 与 DNA 的 结合 区 域 短 而 具有 对 称 性 。 删 除 突变 分 析 证 实 , 锌 指 区 是 
这 些 蛋 白 与 DNA 相 结合 所 必需 的 。 有 人 将 肉 激 素 受 体 蛋白 中 的 两 个 锌 指 区 删 
去 , 换 上 从 糖 皮质 素 受 体 中 切 出 来 的 两 个 锌 指 区 后 发 现 , 这 个 融合 蛋白 只 能 
与 糖 皮 质 素 受 体 基因 靶 序 列 GRE 相 结 合 ， 而 不 再 识别 峻 激素 受 体 基因 本 身 
的 靶 序 列 ERE ,说 明 这 类 调控 蛋白 中 的 锌 指 区 在 与 靶 序 列 结合 的 过 程 中 起 着 
主导 作用 。 


表 8-7 具有 Cys2/Cys2 锌 指 区 的 转录 因子 


皮质 糖 受 体 9.4 x10* 


t 

2 GRE 中 20 bp 
肉 激 素 受 体 6.6 x 10:* 2 ERE 中 20 bp 
GAL4 9.9 x10: 1 UAS。 中 17 bp 
腺 病毒 E1A 约 3.0 x10* 1 ? 


实验 表明 Cys2/Cys2 锌 指 区 与 Cys2/His2 锌 指 区 是 不 同 的 。 如 果 把 固 醇 类 受 
体 蛋 白 锌 指 区 中 的 后 两 个 Cys 突变 成 为 His， 那 么 靶 基 因 就 不 会 被 这 个 经 过 改 
造 的 转录 因子 所 识别 和 激活 。 

(3) 碱 性 - 亮 氨 酸 拉链 (basic-leucine zipper) , 即 bZIP 结构 (图 8-20)。 肝 
脏 .小 肠 上 皮脂 肪 细胞 以 及 某 些 脑 细胞 中 存在 的 一 大 类 C/EBP 家 族 蛋 白质 , 它 
们 的 特征 是 能 够 与 CCAAT 盒 和 病毒 的 增强 子 结合 。C/EBP 家 族 蛋白 的 羧基 端 
35 个 氨基 酸 残 基 具 有 能 形成 a 螺旋 的 特点 ， 其 中 每 隔 6 个 氨基 酸 就 有 一 个 亮 
氨 酸 残 基 ,这 就 导致 第 7 个 亮 氨 酸 残 基 都 在 螺旋 的 同一 方向 出 现 。 由 于 这 类 和 蛋 
白质 都 以 二 聚 体形 式 与 DNA 结合 ， 两 个 蛋白 质 a 螺旋 上 的 亮 氨 酸 一 侧 是 形成 
拉链 型 二 聚 体 的 基础 。 然 而 , 亮 氨 酸 拉链 区 并 不 能 直接 结合 DNA ,只 有 肽 链 氮 基 
端 20~30 个 富 含 碱 性 氨基 酸 结构 域 与 DNA 结合 。 若 不 形成 二 聚 体 ,该 碱 性 区 对 
DNA 的 亲和力 明显 降低 ,所 以 ,这 类 蛋白质 的 DNA 结合 结构 域 实际 是 以 碱 性 区 
和 亮 毛 酸 拉 链 结构 域 整体 作为 基础 的 (图 8-21)。 


来 源 ”调控 蛋白 ”氨基酸 序列 Ne 


， DNA 结 人 区 Oe 
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有 图 8-20 碱 性 亮 氨 酸 拉链 结构 域 转录 激活 因子 序列 比较 
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十 二 8 基因 的 表达 与 调控 (下 ) 一 一 真 核 基 因 表 达 调 控 一 般 规 律 


IE 图 8-21 碱 性 亮 氮 酸 拉 链 转录 激活 蛋白 与 调控 区 DNA 结合 的 示意 图 


(4) 碱 性 -螺旋 - 环 - 螺 旋 (basic-helix-loop-helix) , 即 bHLH 结构 。 在 免疫 球 蛋 白 
Kk 轻 链 基因 的 增强 子 结合 蛋白 E12 与 E47 中 ,羧基 端 100~200 个 氨基 酸 残 基 可 
形成 两 个 双 性 a 螺旋 ,被 非 螺 旋 的 环 状 结构 所 隔 开 ,蛋白 质 的 氨基 端 则 是 碱 性 
区 ， 其 DNA 结合 特性 与 亮 氨 酸 拉链 类 和 蛋白 相似 。 肌 细胞 定向 分 化 的 调控 因子 
MyoD-1、 原 癌 基 因 产 物 Myc 及 其 结合 蛋白 Max 等 都 属于 bHLH 蛋白。 研究 发 
现 ,bHLH 类 和 蛋白 只 有 形成 同 源 或 异 源 二 聚 体 时 , 才 具 有 足够 的 DNA 结合 能 力 。 
当 这 类 异 源 二 聚 体 中 的 一 方 不 含有 碱 性 区 (如 Id 或 E12 蛋白 ) 时 ,该 二 聚 体 明 
显 缺 乏 对 靶 DNA 的 亲和力 (图 8-22 )。 

(5) 同 源 域 (homeo domains) 和 蛋白 ” 同 源 域 是 指 编码 60 个 保守 和 氨基酸 序列 
的 DNA 片段 , 它 广 泛 存在 于 真 核 生 物 基 因 组 内 ,由 于 最 早 从 果 蜗 homeotic loci 
(该 遗传 位 点 的 基因 产物 决定 了 躯体 发 育 ) 中 克隆 得 到 而 命名 , 同 源 转换 基因 与 
生物 有 机 体 的 生长 ,发 育 和 分 化 密切 相关 。 许 多 含有 同 源 转换 区 的 基因 具有 转 
录 调 控 的 功能 , 同 源 转换 区 氨基 酸 序列 很 可 能 参与 形成 了 DNA 结合 区 。 表 8-8 
总 结 了 部 分 含 同 源 转换 区 转录 因子 所 识别 的 DNA 序列 ,Oct-1.0cet-2 与 Pit-1/ 
GHF-1 所 识别 的 核心 序列 仅 有 一 个 碱 基 之 差 ,而 果 蝇 en ,fiz 和 ubx 基因 产物 能 
识别 完全 相同 的 DNA 序列 。eve 基因 产物 除 识别 与 前 者 相同 的 序列 外 ,还 识别 
另 一 个 靶 序 列 。 

Oct-1 和 Oct-2 专 一 结合 于 启动 子 内 8 碱 基 区 ,它们 都 含有 75 个 氨基 酸 的 
pou 区 和 60 个 氨基 酸 的 同 源 转换 区 。 尽 管 Oct-1 和 Oct-2 中 的 homeo box 与 经 
典 的 果 蝇 同 源 转换 区 变异 较 大 (60 个 氨基 酸 中 只 有 20 个 相同 ,外 加 8 个 保守 性 
替换 ) ,该 区 在 这 两 个 蛋白 质 中 却 是 高 度 保 守 的 (60 个 氨基 酸 中 有 53 个 相同 )。 
哺乳 动物 转录 因子 Pit-1/GHF-1 及 线虫 une-86 基因 中 都 存在 类 似 于 Oct-1 的 
结构 。 分 析 20 个 含 同 源 转换 区 的 果 蝇 基因 发 现 ,该 区 的 保守 性 高 达 809%~90%， 
即使 与 亲缘 关系 很 远 的 哺乳 动物 同 源 转换 区 相 比 较 ， 同 源 率 也 在 359%~40% 以 


”8.2 真 核 基因 转录 机 器 的 主要 组 成 >> 


bHLH 和 蛋白 形成 二 聚 体 , 能 结合 DNA 无 碱 性 区 的 HLH 蛋白 不 能 结合 DNA 


没有 足够 的 对 DNA 亲和力 ， 
不 能 与 DNA 结合 


有 图 8-22 bHLH 蛋白 的 DNA 结合 能 力 分 析 


表 8-8 含有 同 源 转换 区 的 转录 因子 及 其 DNA 靶 序 列 


革 DNA 序 巴 
Oct -1 、Oct -2 ATTTGCAT 
Pit ~-1/GHF -1 TATGCATAA 
En ftz ,ubx TCAATTAAAT 
Eve TCAATTAAAT TCAGCACCG 
Bicoid TCAATGGG 


上 (图 8-23)。 突 变 Oct-2 或 果 蝇 eve 和 fiz 基因 同 源 转换 区 某 些 核 苷 酸 ,可 以 完 
全 防止 这 些 转录 因子 与 DNA 相互 作用 。 一 般 认 为 , 同 源 转 换 区 蛋白 之 所 以 具 
有 转录 调节 功能 ,与 这 些 蛋 白 C 端 类 似 于 原核 基因 阻 沈 物 螺旋 -转角 -螺旋 结 
构 有 关 。 

2. 转录 活化 结构 域 

在 真 核 生 物 中 ， 反 式 作 用 因子 的 功能 由 于 受 蛋白 质 -蛋白 质 之 间 相 互 作用 
的 调节 变 得 精密 .复杂 ,完整 的 转录 调控 功能 通常 以 复合 物 的 方式 来 完成 ,这 就 
意味 着 并 非 每 个 转录 因子 都 直接 与 DNA 结合 。 因此 ,是 否 具 有 转录 活化 域 就 成 
为 反 式 作 用 因子 中 唯一 的 结构 基础 。 反 式 作用 因子 的 功能 具有 多 样 性 ,其 转录 
活化 域 也 有 多 种 ， 通 常 依赖 于 DNA 结合 结构 域 以 外 的 30~100 个 氨基 酸 残 基 。 


lg * wwe 
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本 本 8 基因 的 表达 与 调控 (下 ) 真 核 基 因 表 达 调 控 一 般 规律 

| NN 增 I 
En Glu Lys Arg Pro Arg Thr Ala Phe Ser Ser Glu Gin Leu Ala Arg Leu Lys Arg Glu Phe Asn Glu 
Antp Arg Lys Arg Gly Arg Gln Thr Thr Thr Arg Tyr Gin Thr LeuGluLeu Glu Lys Glu Phe His Phe 
Oct2 ArgArgLys LysArgThrSer Ile Glu Thr Asn Val Arg Phe AlaLeu Glu Lys Ser Phe Leu Ala 


30 ”螺旋 2 4 40 

En Asn Arg Tyr Leu Thr Glu Arg Arg Arg Glu Glu Leu Ser Ser Glu Deu Gly Leu 
0 yy 

Antp Asn Arg Tyr Leu Thr Arg Arg Arg Arg Je Glu lle Ai His AlaLeu Cys Leu 

Oct2 Asn Glu Lys Pro Thr Ser Glu Glu lle Leu Leu Je Ala Glu Gln Leu His Met 


41 50 螺旋 3 60 
En AsnGlu Ala Gln Je Lys 31e2Trp Phe Gln AsnLys Arg Alalys Ile LysLys Ser Asn 


Antp ThrGluArgGln lle Lys Ile TrpPhe GlnAsnArg Arg Met ys Trp LysLysGluAsn 
Oct2 Glu Lys Glu Val He Arg Val Trp Phe Cys Asn Arg Arg Gin Lys Glu Lys Arg Ile Asn 


有 图 8-23 各 种 同 源 域 DNA 结合 蛋白 中 保守 序列 分 析 


不 同 的 转录 活化 域 大 体 上 有 下 列 几 个 特征 性 结构 ， 

(1) 带 负 电荷 的 螺旋 结构 哺乳 动物 细胞 中 糖 皮质 激素 受 体 的 两 个 转录 活 
化 域 ,AP1 家 族 的 Jun 及 GAL4 都 有 酸性 的 螺旋 结构 ,这 种 酸性 螺旋 结构 特异 性 
诱导 转录 起 始 的 活性 并 不 是 很 强 ,它们 可 能 与 TFID 复合 物 中 某 个 通用 因子 或 
RNA 聚合 酶 开本 身 结 合 , 并 有 稳定 转录 起 始 复合 物 的 作用 (图 8-24)。 

(2) 富 含 谷 氨 酰 胺 的 结构 SP1 是 启动 子 GC 盒 的 结合 蛋白 , 除 结合 DNA 的 
锌 指 结构 以 外 ,SP1 共有 4 个 参与 转录 活化 的 区 域 , 其 中 最 强 的 转录 活化 域 很 少 
有 极 性 氨基 酸 , 却 富 含 谷 氨 酰胺 , 达 该 区 氨基 酸 总 数 的 25% 左 右 。 哺 乳 动物 细 


(a)GAL4 酸性 结构 域 
加 SAAAHHWNSTIPLBDIFMPRDALH 


= GFBW SEEDDMSDGLPFLK TEPNNNGF 


(b) SP1 谷 氨 酰 胶结 构 域 


QQ No RaqgrnrgRvsGLacspALMIQQNSrsGGSsLQAGQ9KEGEQNgerggggLgrgrvg 
GGAIALQALQAAPLSGAITFTTAAISQE TLAQNLAQAVPNSGPIIRTPRVGPNGAV SW 
”LU 0 rugugNugvANPBASTITLAPMSGVSLG 国 


(c) 寅 含 且 氨 酸 结构 域 


P~、.pP PP p WEHLNEBQDELKLVSLACDEASQQBGRLNGSGQLKMNBSHCLSAQMLEBBEGLER 
P 
本 LBATKBATTSEGGATSNSY SEEDTS 


有 图 8-24 常见 的 转录 活化 结构 域 


8.3 _ 蛋白 质 磷 酸化 对 基因 转录 的 调控 >> 


胞 中 的 Octl/2 Jun 、AP2、 血 清 应 答 因 子 (SRF) 等 都 有 相同 的 富 含 谷 氨 酰胺 的 结 
构 域 。 

(3) 富 含 且 氨 酸 的 结构 CTF-NF1 因子 的 送 基 端 富 含 腿 氨 酸 ( 达 20%-~ 
30% ) ,很 难 形 成 a 螺旋 。 在 Oct2 .Jun ,AP2 .SRF 等 哺乳 动物 因子 中 也 有 富 含 且 
氨 酸 的 结构 域 。 


8.3 ”和 蛋白质 磷酸 化 对 基因 转录 的 调控 


真 核 基因 转录 前 基因 组 中 某 些 位 置 上 的 染色 质 结 构 改 变 为 伸展 型 或 “ 开 
放 " 状 态 , 为 基因 的 活化 奠定 了 基础 并 起 着 “开关 ”的 作用 。 染色 质 的 伸展 结构 使 
细胞 核 中 相应 位 置 上 的 基因 有 可 能 成 为 RNA 聚合 酶 开 转 录 的 模板 ， 从 而 启动 
基因 的 表达 ,开始 将 遗传 信息 从 DNA 传 到 RNA 并 翻译 为 蛋白 质 , 即 实现 了 遗 
传 信息 传递 的 “中 心 法 则 ”。 

细胞 是 生命 活动 的 基本 单位 。 从 低 等 单 细胞 生物 到 复杂 的 高 等 生物 体内 ， 
每 个 细胞 的 基因 组 都 携带 着 各 自 固有 的 遗传 信息 并 决定 细胞 的 各 种 表 型 特征 。 
细胞 除 通 过 DNA 的 复制 和 随后 的 细胞 分 裂 将 本 身 所 固有 的 遗传 信息 由 亲 代 传 
至 子 代 , 实 现 增殖 繁衍 之 外 ,它们 还 不 断 地 “感知 "环境 (或 由 于 细胞 接触 带 来 
的 ) 的 各 种 变化 ,并 对 其 作出 特定 的 应 答 。 细 胞 应 答 可 以 分 为 3 个 阶段 :外界 
信息 的 "感知 ", 即 由 细胞 膜 到 细胞 核 内 的 信息 传递 ;四 染色 质 水 平 上 的 基因 活 
性 调控 ;@@ 特 定 基因 的 表达 , 即 从 DNA 一 RNA 一 蛋白 质 的 遗传 信息 传递 过 程 ,由 
此 可 见 ,遗传 信息 的 传递 无 论 在 细胞 的 异 质 性 和 细胞 的 特异 应 答 中 ,都 具有 关 
键 性 的 地 位 ,而 基因 的 转录 又 是 遗传 信息 传递 过 程 中 第 一 个 具有 高 度 选择 性 的 
环节 。 因此 ,对 基因 转录 调控 的 研究 成 为 近 20 年 来 分 子 生物 学 研究 的 热点 和 中 
心 领 域 。 


蛋白 质 的 磷酸 化 与 去 磷酸 化 过 程 nNTP 人 nNDP 
(图 8-25) 是 生物 体内 普遍 存在 的 信息 眉 折 质 一 一-xex- 
传导 调节 方式 ， 几 乎 涉及 所 有 的 生理 np H,O 
及 病理 过 程 ,如 糖 代 谢 、 光 合作 用、 细 蛋白 质 磷酸 柄 酶 
胞 的 生长 发 育 、 神 经 递 质 的 合成 与 释 


1 图 8-25 ”蛋白 质 的 磷酸 化 及 去 磷酸 化 过 程 
放 甚至 瘤 变 等 。 


细胞 表面 受 体 与 配 体 分 子 的 高 亲和力 特异 性 结合 ,能 诱导 受 体 蛋白 构象 变 
化 ,使 胞 外 信号 顺利 通过 质 膜 进入 细胞 内 (图 8-26) ,或 使 受 体 发 生 寡 聚 化 而 被 
激活 。 一 般 情况 下 , 受 体 分 子 活化 细胞 功能 的 途径 有 两 条 :一 是 受 体 本 身 或 受 体 
结合 蛋白 具有 内 源 酪 氨 酸 激酶 活性 ， 胞 内 信号 通过 酪 氨 酸 激酶 途径 得 到 传递 ; 
二 是 配 体 与 细胞 表面 受 体 结合 ,通过 G 蛋白 介 异 的 效应 系统 产生 介质 ,活化 丝 
氨 酸 / 苏 氨 酸 或 酷 氨 酸 激酶 ,从 而 传递 信号 。 按 照 " 碰 撞 偶 联 " 或 称 “ 动 态 受 体 "学 
说 ， 受 体 的 侧 向 流动 性 使 受 体 分 子 与 效应 分 子 在 胞 质 膜 磷脂 双 层 内 相互 作用 ， 
这 是 信号 转 导 的 关键 。 酷 氨 酸 激酶 受 体 侧 向 扩散 使 受 体 寡 聚 化 ,是 活化 信号 转 
导 时 受 体 - 受 体 间 自 身 磷酸 化 所 必需 的 。 对 于 依赖 G 蛋白 介 导 的 配 体 信号 转 导 


| 
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二 号 8 基因 的 表达 与 调控 (下 ) 真 核 基因 表达 调控 一 般 规律 


有 图 8-26 酷 氨 酸 受 体 蛋白 激酶 磷酸 化 与 细胞 
癌变 示意 图 ” 酷 扎 酸 受 体 蛋 白 激酶 与 表皮 生长 
因子 (EGF) 相 结合 后 ,刺激 了 该 受 体 蛋 白 的 激酶 
活性 ,引发 一 系列 生理 反应 。 原 癌 蛋 白 ErbB 虽 


7 、、 然 没 有 正常 酷 氮 酸 受 体 和 蛋白 激 酶 的 胞 外 结构 域 ， 
/ / | \ ”其 胸 内 结构 域 却 具有 蛋白 激酶 活性 ,刺激 细胞 持 
正常 EGF 受 体 蛋 白 ErbB 受 体 蛋 白 久 分 裂 ,诱发 痛 变 。 


EGF-— ow 结构 域 


酷 氨 酸 蛋 白 激酶 “7]/ ss 


途径 来 说 , 配 体 与 受 体 结合 后 ,G 蛋白 和 受 体 - 配 体 复合 物 由 于 各 自在 细胞 膜 内 便 
问 扩 散 而 发 生 瞬 时 随机 碰撞 导致 C 蛋白 活化 效应 分 子 。 此 外 , 受 配 体 结 合 调控 的 
离子 通道 也 可 作为 膜 上 的 受 体 之 一 参与 信息 传导 (图 8-27 )。 研 究 认为 ,信和 号 转 导 
是 维系 外 部 刺激 与 细胞 反应 的 桥梁 ,千变万化 的 环境 因子 使 信息 传导 的 途径 与 


“eT 


-二 j- 哆 取 


(a) 


i 


活化 G 蛋白 


G 
本 酶 或 离 
子 通道 


(b) 

本 

无 活性 催化 区 有 活性 催化 区 
(c) 


有 图 8-27 ”细胞 表面 的 三 类 主要 受 体 示意 图 (a) 受 配 体 结合 调控 的 离子 通道 ; 
(b) 与 G 蛋白 相 偶 联 的 受 体系 统 ;(c) 耻 膜 蛋白 激酶 = 受 体 系统 。 


8.3 ”蛋白质 磷酸 化 对 基因 转录 的 调控 E> 


机 制 成 了 变幻 莫 测 的 迷 官 。 近 年 来 , 数 条 跨 膜 信号 转 导 途径 已 经 被 逐步 闸 明 ( 表 
8-9)。 在 这 些 已 知 的 上 游 途 径 中 ,又 以 酪 氨 酸 蛋白 激酶 (protein tyrosine kinase， 
PTK ) 途 径 及 受 体 偶 联 的 G 蛋白 途径 较为 引 人 注 目 ( 图 8-28)。 


体 系 


蛋白 激酶 受 体 


受 体 偶 联 的 G 蛋白 


离子 通道 


心 钠 素 (ANF ) 受 体 
细胞 因子 受 体 


表 8-9 真 核 细胞 主要 跨 膜 信号 转 导 途径 


各 = 用: 方 “ 妈 
配 体 - 受 体 结合 激活 受 体 细胞 质 内 酪 氮 酸 激酶 或 丝 毛 
酸 / 苏 氨 酸 激酶 
配 体 结合 后 激活 特定 的 G 蛋白 ,活化 其 a 亚 单 位 ,并 调节 
特定 靶 分 子 ,如 腺 苷 酸 环 化 酶 磷脂 酶 <CMP 磷酸 二 酯 酶 
和 离子 通道 的 活性 
配 体 结合 特定 可 关闭 或 开启 的 离子 通道 
配 体 结合 活化 鸟 苷 酸 环 化 酶 
细胞 因子 与 受 体 结合 ,抑制 或 激活 核 基因 表达 


类 固 醇 激素 基因 家 族 的 核 受 体 ”与 配 体 结合 诱导 或 抑制 靶 基 因 表 达 


> 
昌 


全 局 


有 图 8-28 蛋白 质 磷 酸化 和 GTP 结合 蛋白 参与 的 信号 转 导 过 程 (a) 蛋 白质 
磷酸 化 介 导 的 信号 转 导 ;(b)GTP 结合 蛋白 介 导 的 信号 转 导 。 


到 目前 为 止 ,已 发 现 的 蛋白 激酶 (protein kinase,PK) 基 因 多 达 2 000 余 个 ， 
还 有 约 1 000 个 蛋白 质 去 磷酸 化 酶 基因 。 根 据 底 物 蛋白 质 被 磷酸 化 的 氨基 酸 残 
基 种 类 可 分 为 3 大 类 :中 丝氨酸 / 苏 氨 酸 型 ;@ 酷 氨 酸 型 ;@) 组 氨 酸 型 。 根 据 是 否 
有 调节 物 参 与 蛋白 激酶 活性 可 分 为 两 大 类 :信使 依赖 型 (又 分 胞 内 信使 ,调节 因 
子 依赖 型 和 激素 或 生长 因子 依赖 型 , 表 8-10) 和 非 信 使 依赖 型 ( 表 8-11)。 细 胞 
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本 本 8 基因 的 表达 与 调控 (下 ) 一 一 真 核 基 因 表 达 调 控 一 般 规律 
EI 个 让 一 具 位 本 因 农 过 遇 控 一 段 志 伴 . 


表 8-10 信使 依赖 型 蛋白 激酶 


胞 内 信使 或 调节 因子 依赖 型 PK 


名 称 调节 物 动物 植物 
cAMP 依赖 型 PK cAMP + ? | 表皮 生长 因子 (EGF) i + 
(PKA) 依赖 型 PK 
cAMP 依赖 型 PK cGMP + ? | 胰岛 素 依赖 型 PK( 胰 ”胰岛素 + - 
(PKG) | 岛 素 样 生长 因子 ) 

Ca ”、CaM 依赖 型 Ca 、 + + | 血小板 衍生 生长 因子 ”PDGF + 
PK CaM (PDGF ) 依 整 型 PK 

Ca .磷脂 依赖 型 Ca 、 + ”+ | 类 胰岛 素 生 长 因 于 -1 IGF-1 +  - 
PK( PKC) 磷脂 | (IGF - 1) 依赖 型 PK 

只 六 茂 于 全 -的 总 2 + + | 集落 刺激 因子 -1 CSF-1 + - 
PK (CSF -1) 依 赖 型 PK 


一 一 ~ |l Lv 
表 8-11 非 信使 依赖 型 蛋白 激酶 


名 称 动物 植物 
酷 氨 酸 激酶 ( 工 ,JI 型 ) + + 
糖 原 合成 酶 激酶 + ? 
组 毛 酸 激酶 J + + 
视 紫红 质 蛋 白 激酶 + = 
B-- 肾 上 腺 素 受 体 和 蛋白 激酶 + 


受 刺激 以 后 ,通过 和 蛋 白质 磷酸 化 及 一 系列 级 联 放大 过 程 将 胞 外 信和 号 转化 为 细胞 
内 信号 ,从 而 引起 广泛 的 生理 反应 。 


8.3.1 受 cAMP 水 平 调控 的 A 激酶 


科学 家 把 依赖 于 cAMP 的 蛋白 激酶 称 为 A 激酶 (PKA) , 它 能 把 ATP 分 子 上 
的 末端 磷酸 基 团 加 到 某 个 特定 蛋白 质 的 丝氨酸 或 苏 氨 酸 残 基 上 .被 A 激酶 磷酸 
化 的 氨基 酸 N 端 上 游 往往 存在 两 个 或 两 个 以 上 碱 性 氨基 酸 ,特定 氨基 酸 的 磷酸 
化 (X-Arg-Arg-X-Ser-X) 改 变 了 这 一 蛋白 的 酶 活性 ,动物 细胞 中 这 一 酶 活性 代 
表 了 cAMP 所 引起 的 全 部 反应 。 在 不 同 的 细胞 体系 中 ,A 激酶 的 反应 底 物 是 不 
一 样 的 ,这 就 决定 了 cAMP 能 在 不 同 靶 细胞 中 诱发 不 同 的 反应 , 非 活性 状态 的 
PKA 全 酶 由 4 个 亚 基 RzC, 所 组 成 ， 相 对 分 子 质量 约 为 150~170， 调 节 亚 基 与 
cAMP 结合 ， 引 起 构象 变化 并 释放 催化 亚 基 ， 后 者 随即 成 为 有 催化 活性 的 单 体 
(图 8-29)。 研 究 糖 原 代 谢 时 第 一 次 发 现 cAMP 介 导 的 蛋白 质 磷酸 化 过 程 ,激素 
与 其 受 体 在 肌肉 细胞 外 表面 相 结合 ， 诱 发 细胞 质 cAMP 的 合成 并 活化 A 激酶 ， 
后 者 再 将 活化 磷酸 基 团 传递 给 无 活性 的 磷酸 化 酶 激酶 ， 活化 糖 原 磷酸 化 酶 ,最 
终 将 糖 原 磷酸 化 ,进入 糖 酵 解 过 程 并 提供 ATP( 图 8-30) 。 


8.3 ”蛋白质 磷酸 化 对 基因 转录 的 调控 > 
cAMP 


调节 亚 某 。。 傣 化 亚 基 。。S@ cAMP 与 调节 
各 风 亚 基 形 成 复合 物 


有 图 8-29 cAMP 调控 的 A 激酶 活性 
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有 图 8-30 cAMP 活化 糖 原 磷酸 化 酶 示意 图 


已 经 证 实 ,许多 转录 因子 都 可 以 通过 cAMP 介 导 的 蛋白 质 磷酸 化 过 程 而 被 
激活 ， 因 为 这 类 基因 的 5' 端 启动 区 大 都 拥有 一 个 或 数 个 cAMP 应 答 元 件 
(cAMP-response element,CRE), 其 基本 序列 为 TGACGTCA。, 膜 上 的 受 体 R 与 外 
源 配 基 (ligand ) 结 合 , 引 起 受 体 构象 变化 ,并 与 GTP 结合 蛋白 结合 ,R 与 G 偶合 
激活 了 与 膜 相 关 的 腺 苷 酸 环 化 酶 (AC) ,导致 胞 内 cAMP 浓度 上 升 ,活化 A 激 
酶 ,释放 催化 亚 基 并 进入 核 内 ,实施 底 物 磷 酸化 。 被 磷酸 化 的 底 物 ,如 CREB、 
CREM 等 ,可 作为 转录 激活 因子 诱发 基因 转录 。 


8.3.2 CC 激酶 与 PIP,.IP, 和 DAG 


磷酸 肌 醇 级 联 放大 的 细胞 内 信使 是 磷脂 酰 肌 醇 -4,5- 二 磷酸 (PIP,) 的 两 个 
酶 解 产 物 ; 肌 醇 1,4,5- 三 磷酸 (IP;) 和 二 酰基 甘油 (DAG),IP; 和 DAG 是 该 途径 的 
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主要 活性 分 子 ,G 蛋白 通过 活化 的 受 体 调控 磷酸 肌 醇 酶 系统 的 活性 。 图 8-31 是 

C 激酶 信号 传递 示意 图 ,因为 该 蛋白 激酶 活性 是 依赖 于 Ca* 的 ,所 以 称 为 C 激酶 
(PKC)。IP; 引起 细胞 质 Ca* 浓 度 升 高 ,导致 C 激酶 从 胞 质 转运 到 靠近 原生 质 膜 
内 侧 处 ,并 被 DAG 和 Ca* 的 双重 影响 所 激活 。DAG 激活 C 激酶 的 原因 是 前 者 大 
大 提高 了 C 激酶 对 于 Ca* 的 亲和力 ,从 而 使 得 C 激酶 能 被 生理 水 平 的 Ca* 所 活 
化 。C 激酶 是 一 个 7.7x10* 的 蛋白 质 , 主 要 实施 对 丝氨酸 / 苏 氨 酸 的 磷酸 化 , 它 具 
有 一 个 催化 结构 域 和 一 个 调节 结构 域 。 与 DAG 结合 后 还 能 解除 调节 区 所 造成 
的 抑制 作用 ,提高 酶 活性 。 


AAA 细胞 腊 


AAAAAAAAAAAAAAN 了 
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有 图 8-31 激酶 信号 传递 与 基因 表达 示意 图 


8.3.3 _ CaM 激酶 及 MAP 激酶 


Ca 的 细胞 学 功能 主要 通过 钙 调 蛋白 激酶 (CaM-kinase) 来 实现 的 ,它们 也 


8.3 蛋白 质 磷 酸化 对 基因 转录 的 调控 > 


是 一 类 丝氨酸 / 苏 氨 酸 激酶 ,但 仅 应 答 于 细胞 内 Ca* 水 平 。MAP 激酶 (mitogen- 
activated protein kinase ,MAP-kinase， 又 称 为 extracellular-signal-regulated ki- 
nase ,ERKS ) 活 性 受 许多 外 源 细胞 生长 .分 化 因子 的 诱导 ,也 受到 酷 氨 酸 蛋 日 
激酶 及 G 蛋白 受 体 系统 的 调控 。MAP- 激 酶 的 活性 取决 于 该 蛋白 中 仅 有 一 个 
氨基 酸 之 隔 的 酷 氨 酸 /丝氨酸 残 基 是 否 都 被 磷酸 化 (图 8-32)。 科 学 家 把 能 同 
时 催化 这 两 个 氨基 酸 残 基础 酸化 的 酶 称 为 MAP- 激 酶 -激酶 ， 它 的 反应 底 物 
是 MAP 激酶 。MAP- 激 酶 -激酶 本 身 能 被 MAP- 激 酶 -激酶 -激酶 所 磷酸 化 激 
活 ,后 者 能 同时 被 C 激酶 或 酷 氨 酸 激酶 家 族 的 Ras 蛋白 等 激活 ,从 而 在 信息 
转 导 中 发 挥 功 能 。 


有 图 8-32 Ras 蛋白 和 C 激酶 激活 丝氨酸 / 苏 氨 酸 “瀑布 式 " 


磷酸 化 (级 联 磷酸 化 ) ,引起 相关 生理 反应 图 示 现 
| 代 
8.3.4” 酷 氢 酸 激 酶 途径 分 
PTK 包含 跨 膜 受 体 家 族 与 胞 质 非 受 体 家 族 两 大 类 , 跨 膜 酷 氨 酸 激酶 由 胞 外 
结合 配 体 结构 域 跨 膜 结构 域 和 细胞 质 激酶 结构 域 组 成 ,其 PTK 活性 受 胞 外 结 2 
构 域 与 配 体 的 调节 。 配 体 与 受 体 结合 可 诱导 受 体 蛋 白 的 二 聚 化 ,将 受 体 胞 质 区 主 
酪 氨 酸 碱 基 人 页 酸化 。 非 受 体 酷 氨 酸 激酶 除 有 一 段 与 前 者 同 源 的 激酶 结构 域 ( 约 吻 
300 个 氨基 酸 ) 序 列 外 ,还 有 数 个 前 者 所 不 具备 的 保守 区 。 因 为 Sre 亚 家 族 非 受 
体 酷 氮 酸 激酶 以 及 许多 PTK 作用 底 物 分 子 都 存在 被 称 为 Sre 同 源 结构 域 (Sre 学 
homology domain ,SH ) 的 序列 ,所 以 又 将 激酶 功能 区 称 为 SH1 ,而 将 另外 两 个 区 ‘se 
分 别 命 名 为 SH2 和 SH3。SH2 由 约 100 个 氨基 酸 残 基 组 成 ,能 与 带 有 磷酸 酷 氨 血 
rs 
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酸 的 蛋白 质 结 合 ,其 特异 性 由 该 氨基 酸 周 围 的 残 基 序列 决定 。SH3 由 约 60 个 氢 
基 酸 残 基 组 成 ， 参 与 将 前 者 定位 在 质 膜 内 侧 或 与 细胞 骨架 蛋白 的 相互 作用 ,与 
SH2 结合 无 关 ( 图 8-33a)。 

Src 亚 家 族 成 员 pp60"s 定位 于 质 膜 内 表面 ， 比 较 转 化 型 pp60*se 和 非 转化 
型 pp60*s 发 现 ， 体内 pp60'se 靠近 C 端 第 527 位 酪 氨 酸 残 基 高 度 磷酸 化 ,而 


激酶 功能 区 抑制 区 


与 其 他 激酶 催化 区 同 源 ， c-Src 第 527 位 酷 


突变 导致 转化 细胞 表 型 
人 第 16 位 酷 氨 酸 能 自动 磷 所 酸 磷酸 化 能 抑 
(a) 
2 四 细胞 转化 功能 
c-Src ne EE 
酷 氨 酸 酷 氨 酸 
Vv-Src ed 强 
酷 氨 酸 
Vv-Src 中 
茶 丙 氨 酸 


c-Src Ey 强 


c-Src : 无 


a 弱 
李 肉 氨 酸 ” 葵 丙 氮 酸 


(b) 


有 图 8-33 c-Src 蛋白 功能 区 划分 (a) 及 第 416 位 .527 位 酷 氨 酸 残 基础 酸化 或 点 突变 以 后 
对 该 蛋白 质 功 能 的 影响 (bj 


8.3 ”蛋白 质 磷酸 化 对 基因 转录 的 调控 ”>> 


pp60™*™ 中 这 一 位 点 没有 被 磷酸 化 。 有 实验 将 pp60~~Tyr 去 磷酸 化 或 使 Tyr 一 
Phe ,都 能 活化 pp60"™, 显 著 提高 其 PTK 活性 和 细胞 转化 能 力 (图 8-33b)。 科 学 
家 认为 ， 在 正常 细胞 中 ,pp60*s 上 的 Tyr“ 被 磷酸 化 并 以 头 尾 相连 的 缔 合 方式 
折 入 同一 分 子 的 SH2 结构 域 中 ,从 而 抑制 了 PTK 活性 。pp60's 与 靶 分 子 PL 激 
酶 ,rasGAP 等 的 缔 合 作用 均 涉 及 pp60*seSH2 结构 域 与 PL 激酶 及 rasGAP 分 子 
上 酯 氨 酸 磷酸 化 区 的 结合 (图 8-34)。 


酷 氨 酸 酪 氨 酸 
Src 激酶 无 活性 Src 激酶 被 活化 
(a) (b) 


有 图 8-34 Src 激酶 活化 过 程 图 示 (a) 第 527 位 栈 氮 酸 被 磷酸 化 后 能 与 SH2 区 结合 ,阻碍 了 受 体 分 子 
的 结合 ,无 酶 活性 ;(b) 第 527 位 酷 氨 酸 去 磷酸 化 后 ,SH2 区 与 膜 受 体 结合 ,第 416 位 酷 氨 酸 被 磷酸 化 ,有 


酶 活性 


' 8.3.5 蛋白 质 磷酸 化 与 细胞 分 裂 调 控 


细胞 通过 p53 及 p21 和 蛋白 控制 CDK(cyclin-dependent protein kinase ) 活 性 ， 
调控 细胞 分 型 的 进程 。 如 果 p21 蛋白 过 量 ,大 量 细 胞 周期 蛋白 (cyclin)E-CDK2 
复合 物 与 p21 蛋白 相 结合 ,使 CDK2 丧失 磷酸 化 pRb 蛋白 的 功能 。 没 有 被 磷酸 
化 的 pRb 蛋白 与 转录 因子 E2F 结合 并 使 后 者 不 能 激活 一 系列 与 DNA 合成 有 关 
的 将 ,导致 细胞 不 能 由 G1 期 进入 S 期 ,细胞 分 裂 受阻 。 如 果 细 胞 中 p53 基因 活 
性 降低 ,p21 蛋白 含量 急剧 下 降 ， 细 胞 周期 蛋白 E-CDK2 复合 物 就 能 有 效 地 将 
pRb 蛋白 磷酸 化 。 此 时 ,pRb 蛋白 不 能 与 E2F 相 结合 ,使 后 者 发 挥 转录 调控 因子 
的 作用 ,激活 许多 与 DNA 合成 有 关 的 基因 表达 ,使 细胞 从 G1 期 进入 S 期 ,引发 
细胞 分 裂 ( 图 8-35 )。 
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活性 p53 蛋白 


转录 调控 | 
|) 


非 活 性 


大 量 参 与 DNA 合 成 的 基因 
被 激活 ， 细 胞 进入 S 期 


非 活性 


上 图 8-35 pRb 蛋白 的 磷酸 化 和 去 磷酸 化 过 程控 制 了 细胞 分 裂 的 周期 性 


研究 还 发 现 ,CDK 的 活性 也 受 细胞 周期 蛋白 和 磷酸 化 调控 (图 8-36)。 当 细 
胞 中 没有 周期 蛋白 时 ,CDK 无 活性 。 随 着 周期 蛋白 的 合成 和 积累 ,逐步 形成 周期 
重 日 -CDK 复合 物 ,但 此 时 CDK 蛋白 上 的 酷 氨 酸 位 点 被 优先 磷酸 化 ,掩盖 了 其 
ATP 结合 位 点 ,ATP 不 能 有 效 地 与 之 结合 ,CDK 仍然 无 活性 。 只 有 当 CDK 蛋白 
T- 环 中 的 苏 氨 酸 位 点 被 磷酸 化 ,并 将 其 酷 氨 酸 位 点 上 的 磷酸 基 团 去 掉 ,CDK 蛋 
日 才 得 以 发 挥 其 生物 学 活性 。 同 时 ,CDK 蛋白 还 能 使 细胞 中 的 磷酸 酯 酶 磷酸 
化 ， 以 加 速 脱 去 自身 酪 氨 酸 位 点 上 的 磷酸 基 团 。 有 生物 活性 的 周期 蛋白 -CDK 
复合 物 也 能 将 DBRP (destruction box recognizing protein ) 磷 酸化 ,激活 泛 蛋 白 连 
接 杉 ,把 大 量 汉 贷 白 加 到 细胞 周期 蛋白 上 并 使 之 迅速 降解 ,CDK 失 活 ,新 的 周期 
开始 。 


8.4 ”蛋白质 乙 醚 化 对 基因 表达 的 影响 


集 日 质 乙酰 化 普遍 存在 于 在 生物 体 细胞 内 ， 涉 及 许多 生理 生物 化 学 过 程 。 
目前 主要 研究 组 蛋白 乙酰 化 对 基因 表达 调控 的 影响 。 


8.4.1 组 重 白 的 乙酰 化 及 去 乙酰 化 


1. 组 重 白 的 基本 组 成 

组 缠 白 (histone) 是 组 成 核 小 体 的 基本 成 分 , 核 小 体 (nucleosome) 是 组 成 染 
色 质 的 基本 结构 单元 。 核 小 体 由 组 蛋白 八 聚 体 ( 由 两 个 包含 HA ,HB ,H 和 H; 
的 四 聚 体 组 成 ) 和 缠绕 两 圈 的 DNA 组 成 。 在 相 邻 的 核 小 体 之 间 有 一 个 20~ 
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有 图 8-36 CDK 活性 受 磷酸 化 和 蛋白 质 水 解 通路 直接 调控 


200 bp 的 间隔 区 ,在 电子 显微镜 下 ,一列 核 小 体 看 上 去 像 一 串珠 子 ,每 个 珠子 的 
直径 大 约 是 10 nm。 另 一 个 组 蛋白 H 结合 在 核 小 体 核心 之 外 ,起 到 稳定 核 小 体 
序列 和 染色 质 的 高 级 结构 的 作用 。 

2. 核心 组 蛋白 的 乙酰 化 和 去 乙酰 化 

核心 组 蛋白 朝向 外 部 的 N 端 部 分 被 称 为 “尾巴 " ,可 被 组 蛋白 乙酰 基 转 移 酶 
和 乙酰 基 去 乙酰 化 酶 修饰 ,加 上 或 去 掉 乙酰 基 团 。 图 8-37 是 已 报道 的 组 蛋白 N 
端 * 尾 巴 " 主 要 被 修饰 位 点 。 

3. 组 借 日 乙酰 基 转 移 酶 


is ogre 


本 本 8 基因 的 表达 与 调控 (下 ) 一 一 真 核 基因 表达 调控 一 般 规律 


有 图 8-37 已 知 组 蛋白 N 端 “ 尾 巴 "主要 被 修饰 位 点 N, 组 蛋白 N 端 ;C, 组 蛋白 C 端 。 
A, 乙 酰基 团 ;P, 磷 酸 基 团 ;M, 甲 基 基 团 ;Ub, 泛 蛋白 基 团 。HAT, 乙 酰基 转移 酶 ;HDAC ,ZZ, 
酰基 去 乙酰 化 酶 。 


催化 组 蛋白 乙酰 化 反应 的 是 组 蛋白 乙酰 转移 酶 (histone acetyltransferase， 
HAT)。 目 前 已 经 发 现 的 HAT 酶 主要 有 两 类 :一 类 与 转录 有 关 , 另 一 类 与 核 小 体 
组 装 以 及 染色 质 的 结构 有 关 。HAT 并 不 是 染色 质 结合 蛋白 ,但 是 可 以 通过 与 其 
他 蛋白 相互 作用 来 影响 染色 质 的 结构 。 许 多 转录 激活 因子 都 有 HAT 活性 (图 8- 
38), 与 转录 有 关 的 HAT 催化 亚 基 是 酵母 调控 蛋白 质 GCN5 的 同 源 物 ,而 GCN5 
本 身 具 有 乙酰 化 组 蛋白 H; 和 H 的 活性 。 

TAF 工 250 组 蛋白 乙酰 基 转 移 酶 是 TFID 复合 物 的 一 个 亚 基 ， 它 的 主要 功 
能 是 与 启动 子 结合 协助 起 始 转录 ,能 使 组 蛋白 H; 和 于 乙酰 化 。 转 录 共 激活 子 
PCAF 也 能 使 这 两 个 组 蛋白 乙酰 化 。 组 蛋白 乙酰 基 转 移 酶 p300/CBP 也 是 转录 共 
和 Hs 乙酰 化 。 与 激素 受 体 协同 作用 的 转录 共 激 活 子 ACTR 也 是 一 种 作用 于 Hi 
和 Hi 的 组 蛋白 乙酰 基 转 移 酶 ( 表 8-12)。 

4. 组 集 日 去 乙酰 化 酶 

组 焦 晶 去 乙酰 化 酶 (histone deacetylase ,HDAC) 负 责 去 除 组 蛋白 上 的 乙酰 基 
团 , 目 前 研究 比较 深入 的 是 人 类 中 的 HDAC1 和 酵母 中 的 Rpd3。HDAC 和 Rpd3 
都 形成 很 大 的 蛋白 复合 体 发 挥 作用 。Rpd3 能 特异 性 去 除 组 蛋白 上 的 乙酰 基 团 ， 
使 核 小 体 相互 靠近 ,并 在 转录 共 抑 制 子 Sin3 及 R 的 协同 作用 下 ,抑制 基因 转录 
(图 8-39) 。 


8.4 和 蛋 日 质 乙 酰 化 对 基因 表达 的 影响 >> 


有 图 8-38 具有 组 蛋白 乙酰 基 转 移 酶 活性 的 蛋白 参与 转录 调控 示意 图 


表 8-12 部 分 己 知 具有 乙酰 基 转 移 酶 活性 的 蛋白 


是 否 与 转录 相关 组 和 皇 白 体外 特异 性 


GNAT 家 族 
Hatl 无 (与 组 蛋白 组 装 相关 的 B 类 HAT) H, 
Gen5 转录 共 激 活 子 H,/H, 
PCAF 转录 共 激 活 子 H,/H, 
Hpa2 未 知 H,/H, 
MYST 家 族 
Sas3 沉默 H,/H,/H,A 
Esal 细胞 增殖 Hi/H,/H,A 
MOF 剂量 补偿 H,/H,/H,A 
Tip60 HIV 转移 活化 基因 相互 作用 H,/H,/H,A 
MORF 未 知 H4/H3/H2A 
p300/CBP 通用 型 共 激 活 子 H, A/H,B/H,/H, 
SRC -1 核 受 体 共 激活 子 ,激素 信号 应 答 H,/H., 
ACTR 核 受 体 共 激活 子 ,激素 信号 应 答 H,/H, 
TAF [| 250 TBP 相关 联 的 因子 H,/H, 
F 亚 C90 RNA 聚合 酶 亚 起 始 转录 H, 
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启动 子 特 异性 的 组 蛋白 去 乙酰 化 抑制 基因 转录 


有 图 8-39 组 蛋白 去 乙酰 化 酶 复合 体能 与 靶 基 因 启 动 
子 区 结合 ,抑制 基因 转录 


8.4.2 组 蛋白 乙酰 化 及 去 乙酰 化 对 基因 表达 的 影响 


组 重 白 乙酰 转移 酶 和 去 乙酰 化 酶 通过 使 组 蛋白 乙酰 化 和 去 乙酰 化 对 基因 
表达 产生 影响 ,组 蛋白 N 端 * 尾 巴 " 上 赖 氨 酸 残 基 的 乙酰 化 中 和 了 组 蛋白 尾巴 的 
正 电荷 ,降低 了 它 与 DNA 的 亲 和 性 ,导致 核 小 体 构象 发 生 有 利于 转录 调节 蛋白 
与 染色 质 相 结合 的 变化 ， 从 而 提高 了 基因 转录 的 活性 。 核 心 组 蛋白 HA ,HB， 
H;, Hs 通过 组 绰 白 “尾部 "选择 性 乙酰 基 化 影响 核 小 体 的 浓缩 水 平和 可 接近 性 。 
研究 发 现 , 受 乙酰 化 修饰 的 组 蛋白 形成 的 核 小 体 的 结构 比 未 经 修饰 的 组 蛋白 核 
小 体 松散 。 由 于 乙酰 化 的 组 蛋白 抑制 了 核 小 体 的 浓缩 ,使 转录 因子 更 容易 与 基 
因 组 的 这 一 部 分 相 接触 ,有 利于 提高 基因 的 转录 活性 。 

组 恒 白 乙酰 基 转移 酶 和 去 乙酰 化 酶 只 能 有 选择 地 影响 一 部 分 基因 的 转录 。 
哺乳 动物 和 酵母 中 得 到 的 实验 数据 都 表明 ， 转 录 抑 制 主要 是 由 于 新 产生 的 
HDAC/Rpd3 复合 体 专 一 性 结合 于 某 个 或 某 类 基因 启动 子 区 附近 的 组 蛋白 位 点 
并 使 之 去 乙酰 化 ,导致 染色 质 结构 发 生 不 利于 基因 转录 的 变化 。 


8.4.3 ps3 乙酰 化 对 转录 活性 的 影响 


肿瘤 抑制 因子 p53 蛋白 与 人 类 多 种 肿瘤 有 着 密切 的 关系 ,因此 可 能 是 该 领 
域 中 研究 最 为 深入 的 蛋白 质 。p53 参与 多 种 信号 通路 ,如 细胞 周期 调控 .DNA 损 
伤 修复 .血管 的 生成 与 抑制 以 及 细胞 凋 亡 等 的 调控 。 已 知 p53 蛋白 的 活性 受 翻 
译 后 修饰 (如 磷酸 化 乙酰 化 等 ) 机 制 调 控 , 经 修饰 的 p53 蛋白 能 与 不 同 的 靶 分 
于 或 蛋白 复合 体 结合 ,从 而 抑制 或 激活 参与 特定 生理 反应 的 靶 基 因 ,p53 在 所 有 
细胞 中 都 转录 产生 2.2~2.5 千 核 苷 酸 的 mRNA， 编 码 由 393 个 氨基 酸 组 成 的 相 
对 分 子 质量 为 53 000 的 蛋白 (p53 蛋白 )。 根 据 p53 的 结构 特点 可 将 其 分 为 3 个 
不 同 区 域 :N 端 酸性 区 (1~80 位 氨基 酸 残 基 );C 端 碱 性 区 (319~393 位 ) 和 中 间 
(100~300 位 ) 的 疏水 区 (图 8-40a ) 。 


8.4 蛋白质 乙酰 化 对 基因 表达 的 影响 >> 


p53 能 识别 不 同 构象 靶 基 因 的 相同 序列 。 靶 基因 启动 子 的 拓扑 结构 和 p53 
蛋白 (及 与 其 相互 作用 的 辅助 蛋白 ) 的 构象 决定 该 蛋白 是 否 与 启动 子 区 相互 作 
用 。 乙 酰 化 使 p53 蛋白 的 DNA 结合 区 域 暴露 ,增强 了 DNA 结合 能 力 ,从 而 促进 
了 车 基 因 的 转录 (图 8-40b)。CBP/p300 等 蛋白 复合 体 既 能 诱导 染色 体 结构 发 生 
有 利于 结合 p53 蛋白 的 改变 ,又 使 p53 蛋白 被 乙酰 化 ,从 而 显著 提高 受 p53 调 
控 的 靶 基 因 的 转录 活性 。 


转录 激活 加 


聚 体 调节 
结构 域 序列 特异 性 DNA 结 合 结构 域 形成 区 


结构 域 


(3) 


有 图 8-40 ”p53 蛋白 乙酰 化 有 利于 激活 靶 基 因 转 录 。 (a)p53 蛋白 基本 
结构 示意 图 ;(b)p53 蛋白 的 乙酰 化 提高 了 它 的 DNA 结合 能 力 。 


视网膜 母 细 胞 瘤 (retinoblastoma ,Rb) 和 蛋白 是 另 一 类 被 广泛 研究 的 肿瘤 抑制 
因子 ,该 蛋白 主要 与 E2F 类 转录 激活 因子 相互 作用 ,抑制 靶 基 因 ( 参 与 细胞 周期 
调控 ) 的 转录 活性 。 研 究 发 现 ,与 E2F 类 转录 激活 因子 相 结 合 的 Rb 能 进一步 募 
集 去 乙酰 化 酶 1(HDAC1) ,使 这 一 类 基因 的 启动 子 区 发 生 特异 性 的 去 乙酰 化 反 
应 ,导致 该 区 段 染 色 质 浓缩 , 靶 基因 转录 活性 消失 (图 8-41)。 有 实验 表明 ,DNA 
甲 基 化 诱导 了 组 蛋白 的 去 乙酰 化 作用 ,使 靶 基 因 转 录 受 抑制 (图 8-42)。 


有 图 8-41 组 蛋白 去 乙酰 化 酶 与 肿瘤 抑制 因子 Rb 相互 作用 
抑制 靶 基 因 转 录 
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十 本 8 基因 的 表达 与 调控 (下 ) 一 一 真 核 基 因 表 达 调 控 一 般 规律 


= 一 一 组 蛋白 去 乙酰 化 
二 Zz 
Me CP2 与 甲 基 化 四 
的 DNA 结合 Me CP2 附近 


上 图 8-42 DNA 甲 基 化 诱导 组 蛋白 去 乙酰 化 ,从 而 抑制 靶 基 因 转 录 


8.5 激素 与 热 激 蛋白 对 基因 表达 的 影响 


8.5.1 激素 对 靶 基 因 的 影响 


许多 类 固 醇 激素 (如 上 肉 激 素 、 孕 激素 .醛固酮 糖 皮质 激素 和 梭 激 素 ,图 8- 
43) 以 及 一 般 代 谢 性 激素 (如 胰岛 素 ) 的 调控 作用 都 是 通过 起 始 基因 转录 而 实现 
的 。 服 细胞 具有 专 一 的 细胞 质 受 体 ,可 与 激素 形成 复合 物 ,导致 三 维 结构 甚至 化 
学 性 质 的 变化 。 经 修饰 的 受 体 与 激素 复合 物 通过 核 膜 进入 细胞 核 内 ,并 与 染色 
质 的 特定 区 域 结合 ,导致 基因 转录 的 起 始 或 关闭 。 研 究 发 现 ,体内 存在 的 许多 糖 
皮质 类 激素 应 答 基因 都 有 一 段 大 约 20bp 的 顺 式 作用 元 件 (激素 应 答 元 件 ,简称 
HRE ) ,该 序列 具有 类 似 增强 子 的 作用 ,其 活性 受 激素 制约 。 表 8-13 是 3 种 激素 
应 答 序列 成 分 保守 性 分 析 。 靶 细胞 中 含有 大 量 激素 受 体 蛋白 ,而 非 靶 细 胞 中 没 
有 或 很 少 有 这 类 受 体 ,这 是 激素 调节 转录 组 织 特 异性 的 根本 原因 。 


表 8-13 三 种 激素 应 答 序列 成 分 分 析 


糖 皮质 激素 GRE TGGTACANNNTGTTCT 
肉 激 素 ERE GGTCANNNTGTCC 
甲状 腺 素 TRE CAGGGACGTGACCGCA 


所 有 固 醇 类 激素 的 受 体 蛋 白 分 子 都 有 相同 的 结构 框架 ,包括 保守 性 极 高 的 
(42%~94%) .位 于 分 子 中 央 的 DNA 结合 区 ,位 于 C 端的 有 15%~57% 同 源 性 的 
激素 结合 区 和 保守 性 小 于 15% 的 N 端 。 该 区 的 具体 功能 不 详 ,但 它 的 存在 保证 
了 转录 的 高 效 进行 。 研 究 还 发 现 , 如 果糖 皮质 激素 受 体 蛋白 激素 结合 区 的 某 个 
部 分 丢失 ,就 变 成 一 种 永久 性 的 活性 分 子 , 即 无 需 激素 诱导 也 有 激活 基因 转录 
的 作用 (图 8-44 )。 研 究 表明 ,激素 、 受 体 与 顺 式 作用 元 件 的 结合 位 点 三 者 缺 一 不 
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类 皮质 激素 (肾上腺 皮质 激素 ) 


无 机 皮质 素 参与 维持 细胞 

糖 皮质 激素 能 提高 血糖 含量 , CHOH 内 无 机 盐 和 水 分 的 平衡 SH2OH 

并 具有 抗 炎症 能 力 Li Ft 
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氧化 可 的 松 (皮质 醇 ) 


固 醇 类 性 激素 
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DNA 结合 区 


激素 胞 内 受 体 与 阻 过 激素 结合 位 点 


物 形成 非 活性 复合 物 COOH 氢化 可 的 松 受 体 


i 


转录 激活 区 维 激 来 受 体 
HN 
有 一 
DNA 结合 区 匀 链 区 孕 酮 受 体 


N -人 C 
维生素 D 受 体 


四 本 类 激 基 局 
N EC 


形成 有 活性 物 DNA 结合 区 甲状 腺 激素 受 体 


N C 


视 黄 酸 受 体 
(a) (b) 


上 图 8-44 激素 及 其 胞 内 受 体 介 导 的 基因 表达 调控 模式 。” (a) 小 分 子 激素 激活 其 胞 内 受 体 
分 子 的 机 制 ;(b) 胞 内 受 体 的 基本 结构 分 析 。 


可 ,其 中 无 论 是 受 体 蛋 白 与 激素 的 结合 ,还 是 激素 本 身 ,都 不 是 与 DNA 结合 : 
激活 转录 所 必需 的 。 其 实 ,通常 情况 下 , 受 体 蛋白 中 激素 结合 结构 域 妨碍 了 DNA 
结合 区 及 转录 调控 区 发 挥 生理 功能 ,只 有 与 相应 激素 结合 后 才能 打破 这 种 障碍 。 

上 肉 激 素 刺 激 鸡 输卵管 中 卵 清 蛋 白 合 成 可 能 是 激素 诱导 转录 作用 的 典型 例 
六 ,将 肉 激 素 注入 鸡 体 内 ,输卵管 组 织 便 开始 合成 卵 清 蛋 白 mRNA。, 只 要 有 雌 激 
素 或 类 雌 激 素 ( 如 二 乙 基 己 烯 峻 酚 ) 存 在 ,合成 便 能 继续 下 去 。 一 旦 停止 供应 激 
素 ,合成 速度 便 下 降 直 至 完全 消失 。 多 肽 激素 胰 高 血糖 素 接触 靶 细 胞 时 ,首先 与 
受 体 结合 ,并 激活 膜 上 的 腺 苷 酸 环 化 酶 ,使 之 以 Mg*=ATP 为 底 物 生成 环 腺 苷 酸 
和 焦 磷酸 。 细 胞 内 cAMP 浓度 升 高 ,导致 蛋白 激酶 活性 增强 ,特定 酶 系 的 磷酸 化 
水 平 及 酶 活性 都 得 到 改善 ,促进 糖 原 最 终 分 解 为 葡 糖 -1- 磷 酸 (图 8_45 )。 

激素 受 体 对 各 自 特 定 的 激素 具有 高 度 特异 的 识别 能 力 及 亲和力 ,激素 到 达 
靶 细 胞 时 能 迅速 与 受 体 结合 生成 激素 - 受 体 复 合 物 ,诱导 生理 生物 化 学 效应 。 有 
3 种 较为 流行 的 假说 : 

(1) 受 体 流 动 假说 ” 当 激 素 与 受 体 结合 时 ,激素 - 受 体 复合 物 可 在 膜 内 移动 
并 与 腺 和 苷 酸 环 化 酶 结合 ,激活 环 化 酶 ,引发 后 续 效 应 。 通 过 激素 的 稀释 或 解 离 ， 
使 受 体 和 环 化 酶 回复 到 非 偶 联 状态 。 这 一 假说 强调 了 激素 - 受 体 复 合 物 在 膜 内 
的 随机 碰撞 受 环境 因素 ,如 温度 .pH 、 离 子 浓度 及 膜 脂 中 磷脂 和 胆固醇 比例 变化 
所 制约 。 

(2) 中 介 物 假说 ”研究 腺 苷 酸 环 化 酶 和 胰 高 血糖 素 受 体 发 现 , 受 体 与 酶 之 
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和 图 8-45 胰 高 血糖 素 激 活 糖 原 分 解 连 锁 反 应 


间 可 能 通过 膜 脂 偶 联 在 一 起 。 用 适量 的 高 纯 磷脂 酶 A 处 理 肝 细胞 膜 , 去 脂 后 , 氟 
离子 仍 可 刺激 膜 上 的 腺 苷 酸 环 化 酶 活性 ， 但 对 胰 高 血糖 素 的 作用 则 完全 丧失 。 
若 加 入 膜 脂 则 激素 的 作用 恢复 ,说明 去 膜 脂 后 激素 的 信息 传递 中 断 ,而 对 氟 离 
子 的 作用 不 受 影 响 。 进 一 步 研 究 发 现 , 所 加 入 的 磷脂 具有 特异 性 。 如 加 入 磷脂 酰 
丝氨酸 , 仅 可 恢复 胰 高 血糖 激素 激活 酶 的 作用 ,而 对 肾上腺 素 无 作用 。 只 有 加 磷 
脂 酰 肌 醇 ,才能 恢复 吧 上 腺 素 激活 腺 苷 酸 环 化 酶 的 效应 。 因 此 , 膜 上 磷脂 成 分 对 
这 两 个 分 子 的 偶 联 有 着 重要 的 作用 。 

(3) 邻 位 互 调 假说 ”有 科学 家 根据 CTP 能 影响 激素 与 受 体 结合 并 进而 影 
啊 腺 背 酸 环 化 酶 活性 的 现象 ,认为 该 酶 系统 至 少 存在 3 个 活性 部 位 , 即 激素 - 受 
体 结合 部 位 、Mg”*-ATP 作用 中 心 和 核 苷 酸 调节 部 位 。 腺 苷 酸 环 化 酶 有 几 种 不 同 
的 立体 构象 ,激素 与 CTP 协同 作用 可 使 这 几 种 不 同 的 构象 之 间 发 生 互 变 。 


8.S.2” 热 休 到 蛋白 诱导 的 基因 表达 


现代 分 子 生 物 学 上 把 能 与 某 个 (类 ) 专 一 蛋白 因子 结合 ,从 而 控制 基因 特异 
表达 的 DNA 上 游 序 列 称 为 应 答 元 件 (response element) ,如 热 休 克 应 答 元 件 (heat 
shock response element ,HSE ) , 糖 皮质 应 答 元 件 (glucocorticoid response element, 
GRE) ,金属 应 答 元 件 (metal response element, MRE) 等 ,这 些 应 答 元 件 与 细胞 内 
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< 了 8 基因 的 表达 与 调控 { 下 )-- 真 核 基因 表达 调控 一 般 规 律 。 
专 一 的 转录 因子 相互 作用 ,协调 相关 基因 的 转录 (去 8-14 )。 
表 8-14 特异 转录 因子 与 各 类 应 答 元 件 的 相互 作用 


调控 因子 应 答 元 件 DNA 序列 结合 蛋白 相对 分 子 质量 
热 休 克 HSE CNNGAANNTCCNNG HSF 9.3 x10° 
锅 MRE CGNCCCGGNCNC ? ? 
佛 波 酶 TRE TGACTCA APl 3.9 x10° 
血清 SRE CCATATTAGG SRF 5.2 x10* 


-一 一 一 一 一 -一 一 一 一 -一 一 一 -一 一 一 一-- 一 -- 


许多 生物 在 最 适 温度 范围 以 上 ， 能 受热 诱导 合成 一 系列 热 休克 蛋白 (heat 
shock protein ,HSP) ,又 称 热 激 和 蛋白。 受热 后 , 果 蝇 细胞 内 hsp70 mRNA 水 平 提高 
1 000 倍 , 就 是 因为 热 激 因子 (heat shock factor,HSF) 与 hsp70 基因 TATA 区 上 
游 60 bp 处 的 HSE 结合 ,诱发 转录 起 始 。 

按 相 对 分 子 质 量 的 大 小 以 及 同 源 程度 可 将 热 休 克 和 蛋白 分 为 HSP90 .HSP70、 
小 分 子 HSP 及 泛 和 蛋白 4 个 家 族 ， 各 家 族 HSP 又 由 多 种 不 同形 式 或 经 不 同 修饰 
的 蛋白 质 分 子 所 组 成 。HSP 分 布 广泛 ,诱导 迅速 ,即使 在 非 热 休克 细胞 中 也 存在 
着 由 热 休克 同 源 基 因 编 码 的 类 似 蛋 白质 。 真 核 细胞 的 热 休 克 和 蛋白 可 能 具有 机 体 
保护 功能 并 在 细胞 的 正常 生长 和 发 育 中 起 重要 作用 ,HSP70 的 主要 功能 是 参与 
蛋白 质 的 代谢 ,而 泛 蛋 白 的 主要 功能 是 清除 细胞 内 的 变性 蛋白 质 。HSP 还 常 与 
具有 不 同 功能 的 多 种 蛋白 质 形成 天 然 复 合 物 , 参 与 有 关 和 蛋白 质 折 将 . 亚 基 的 组 
装 .细胞 内 运输 以 及 降解 等 过 程 。 热 休克 蛋白 参与 靶 蛋 白 活 性 和 功能 的 调节 , 却 
不 是 靶 和 焦 白 的 组 成 部 分 ,因此 ,一 般 称 它 为 分 子 伴 倡 或 伴 但 蛋白 (chaperonin)。 
现 将 主要 HSP 家 族 及 其 生理 功能 列 于 表 8-15 。 


表 8-15 主要 HSP 家族 及 其 生理 功能 


主要 生理 功能 免疫 应 答 中 的 可 能 作用 
HSP90 HSP90 ,HSP83 促进 省 醇 激 素 受 体 与 激素 抗 肿瘤 ,提高 自身 免疫 功能 
的 结合 及 与 DNA 结合 , 调 
节 激 酶 磷酸 化 活性 
HSP70 HSP70, BiP, Dnat， 参与 蛋白 质 折 合 和 去 折 免疫 球 蛋 白 装 配 , 类 抗原 
Hsc70, Grp78 全 、 蛋 白 转 位 及 多 聚 复合 加工, 病原 体 抗原 及 自身 


小 分 子 HSP Hsp27,Gro23,HSP16 


饥 在 蛋白 质 ” 遍 在 蛋白 质 


物 的 组 装 


参与 蛋白 质 折 和 登 和 去 折 破 
及 多 上 案 复合 物 的 装配 


蛋 晶 质 降解 


免疫 性 诱导 
病原 体 抗原 及 自身 免疫 性 
诱导 

类 抗原 加 工 ,淋巴 细胞 回 
巢 , 自 身 免疫 性 诱导 


hsp 基因 中 内 含 子 数量 都 很 少 ,至 今 为 止 尚未 发 现 hsp70 基因 中 有 内 含 子 ， 


而 人 hsp90 、 果 蝇 hsp82、 人 hsp27 、 鸡 hsp108 和 泛 蛋 白 等 都 只 有 少量 内 含 子 。 
hsp 的 这 一 基本 特征 保证 了 它们 一 旦 起 始 转录 ， 不 需 剪接 就 可 产生 出 成 熟 


8.5 “激素 与 热 激 蛋 白 对 基因 表达 的 影响 >> 


mRNA 以 适应 hsp 大 量 快速 表达 的 需要 ,防止 严重 的 热 休 克 影 响 mRNA 前 体 的 
剪接 。 

在 没有 受热 或 其 他 环境 胁迫 时 ,HSF 主要 以 单 体 的 形式 存在 于 细胞 质 和 核 
内 。 单 体 HSF 没有 DNA 结合 能 力 ,HSP70 可 能 参与 了 维持 HSF 的 单 体形 式 。 受 
到 热 激 或 其 他 环境 胁迫 时 ， 细胞 内 变性 蛋白 增多 ， 它们 都 与 HSF 竞争 结合 
HSP70, 从 而 释放 HSF ,使 之 形成 三 体 并 输入 核 内 。HSF 一 旦 形成 三 体 , 便 拥有 与 
HSE 特异 结合 ,促进 基因 转录 的 功能 。 这 种 能 力 可 能 还 受 磷酸 化 水 平 的 影响 , 因 
为 热 激 以 后 ,HSF 不 但 形成 三 体 ,还 会 迅速 被 磷酸 化 。HSF 与 HSE 的 特异 性 结 
合 ,引起 包括 HSP70 在 内 的 许多 热 休 克 应 答 基 因 表 达 ,大 量 产生 HSP70 蛋白。 
随 着 热 激 温度 消失 ,细胞 内 出 现 大 量 游 离 的 HSP70 蛋白 ,它们 与 HSF 相 结合 ， 
形成 没有 DNA 结合 能 力 的 单 体 并 脱离 DNA( 图 8-46 ) 。 


一 
从 We 


热 激 
RS 
SS 70 


有 图 8-46 热 休克 蛋白 调控 的 基因 表达 机 制 
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分 析 果 蝇 和 人 HSF 蛋白 表明 , 热 休克 转录 因子 具有 多 个 可 形成 拉链 的 疏水 
DNA 区 域 , 其 中 3 个 位 于 N 端 ,靠近 DNA 结合 区 ,参与 促进 HSF 三 体 的 形成 。 
第 4 个 拉链 位 于 C 端 ， 与 位 于 第 452~488 位 氨基 酸 残 基 的 保守 区 ， 都 是 维持 
HSF 单 体 构象 所 必需 的 。 序列 删除 实验 表明 ,无 论 去 除 第 4 个 拉链 区 ,还 是 更 换 
该 区 甲 硫 氨 酸 ?一 赖 氨 酸 , 亮 氨 酸 一 且 氨 酸 , 都 会 导致 HSF 突变 体 对 HSE 在 
常温 下 的 高 亲和力 。 删 除 第 452~488 位 氨基 酸 , 也 可 部 分 替代 热 休 克 效 应 (图 
8-47 )。 根 据 以 上 实验 结果 ， 有 研究 者 提出 如 图 8-48 的 模式 ， 认 为 在 常温 下 ， 
HSP 和 蛋白 第 1 和 4 号 拉链 发 生 相 互 作用 ,从 而 阻 断 了 三 体 的 形成 ; 热 激 或 其 他 


< 了 3 8 基因 的 表达 与 调控 (下 ) 一 一 真 核 基 因 表 达 调控 一 般 规律 
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有 图 8-47 人 热 休 克 蛋 白 的 功能 区 分 析 
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有 图 8-48 HSF 在 常温 及 热 激 后 的 构象 变化 


8.6 其 他 水 平 上 的 表达 调控 >。 


环境 胁迫 导致 内 源 拉 链 之 间 的 解 离 ,蛋白 质 伸展 成 长 链 ,不同 链 上 的 拉链 发 生 
作用 ,形成 具有 DNA 结合 能 力 的 三 体 。 


8.6 ”其 他 水 平 上 的 表达 调控 


尽管 转录 调节 可 能 是 基因 表达 调控 的 最 重要 方式 ， 但 并 不 是 唯一 的 方式 。 
因为 真 核 生物 基因 转录 在 核 内 进行 ,而 翻译 (蛋白质 合成 ) 却 在 细胞 质 中 进行 ， 
加 上 真 核 基因 有 插入 序列 ,结构 基因 被 分 割 成 不 同 的 片段 ,基因 的 转录 后 调控 
就 显得 更 为 重要 。 除 了 前 面 介绍 的 RNA 剪接 外 ,RNA 的 加 工 成 熟 和 和 蛋白质 合 
成 ,都 在 真 核 基 因 调 控 中 起 着 不 可 忽视 的 作用 。 


8.6.1 RNA 的 加 工 成 熟 


各 种 基因 的 转录 产物 都 是 RNA ,无 论 是 rRNA tRNA 还 是 mRNA ,初级 转录 
产物 只 有 经 过 加 工 ,才能 成 为 有 生物 功能 的 活性 分 子 。 

1. rRNA 和 tRNA 的 加 工 成 熟 

rRNA 加 工 有 两 个 内 容 ,一 个 是 分 子 内 的 切割 , 另 一 个 是 化 学 修饰 。 真 核 生 
物 的 rRNA 基因 转录 时 先 产生 一 个 45S 的 前 体 rRNA ,然后 被 核酸 酶 逐渐 降解 ， 
形成 成 熟 的 18S .28S 和 5.8S rRNA。 

rRNA 基因 转录 主要 在 细胞 核 仁 内 进行 ， 初 级 转录 产物 45S 前 体 rRNA 很 
快 就 会 被 加 工 降解 ,生成 不 同 相 对 分 子 质量 的 成 熟 rRNA。rRNA 的 化 学 修饰 主 
要 是 甲 基 化 ,原核 生物 rRNA 主要 是 碱 基 甲 基 化 ,而 真 核 生物 RNA 则 主要 是 核 
糖 甲 基 化 ,tRNA 基因 转录 时 也 可 能 先生 成 前 体 tRNA ,然后 再 进行 加 工 成熟 , 一 
般 认为 ,iRNA 基因 的 初级 转录 产物 在 进入 细胞 质 后 ， 首 先 经 过 核 苷 的 修饰 , 生 
成 4.5S 前 体 tRNA ,再 行 剪接 成 为 成 熟 tRNA(4S )。 

2. mRNA 的 加 工 成 熟 

编码 蛋白 质 的 基因 转录 产生 mRNA。 这 类 基因 产物 在 转录 后 要 进行 一 系列 
的 加 工 变 化 ,才能 成 为 成 熟 的 有 生物 功能 的 mRNA。 这些 加 工 主要 包括 在 mRNA 
的 5 末端 加 "帽子 " ,在 其 3’ 端 加 上 poly A ,进行 RNA 的 剪接 以 及 核 背 酸 的 甲 基 
化 修饰 等 。 由 于 mRNA 的 这 些 结构 与 它 作 为 蛋白 质 合成 模板 的 功能 有 密切 关 
系 , 所 以 是 基因 表达 的 重要 调控 环节 。 

与 rRNA tRNA 相同 ,编码 蛋白 质 的 基因 转录 时 首先 生成 pre-mRNA( 或 称 
核 不 均一 RNA ,hnRNA ) ,然后 再 加 工 前 接 为 成 熟 mRRNA。 如 下 几 个 方面 的 证 据 
说 明 hnRNA 确 是 mRNA 的 前 体 。 

J 在 真 核 生 物 细 胞 核 中 发 现存 在 代谢 十 分 活跃 、 平 均 相对 分 子 质量 为 2x 
10 ,长 度 不 均一 的 RNA ,而 细胞 质 中 mRNA 的 平均 相对 分 子 质量 仅 为 1.5x106。 
B- 珠 蛋白 基因 的 初级 转录 产物 为 14S， 而 成 熟 珠 蛋白 mRNA 只 有 9S， 说 明 在 
mRNA 的 加 工 成 熟 过程 中 有 相当 一 部 分 核 苷 酸 被 删除 。 

Q@ hnRNA 很 不 稳定 ,半衰期 只 有 5~15 min, 而 真 核 生物 mRNA 的 半衰期 
一 般 都 比较 长 ,这 说 明 hnRNA 不 可 能 是 转录 的 最 终 产 物 ,而 只 能 是 中 间 产 物 。 
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二 本 8 基因 的 表达 与 调控 (下 ) 一 一 真 核 基因 表达 调控 一 般 规律 


@) 用 放射 性 同位 素 作 脉 冲 标记 证 明 ,75% 被 标记 的 RNA 是 hnRNA。 这 些 
标记 的 RNA 大 部 分 位 于 核 内 ,只 有 10% 进 入 细胞 质 ,所 以 认为 它们 是 mRNA 的 
前 体 。 

(4 hnRNA 占 细 胞 全 部 RNA 的 3% ,说 明 它 一 经 诞生 就 立即 加 工 变 化 ,不 会 
长 久 积 累 下 来 。 

G) hnRNA 3' 端 也 带 有 poly A。 用 3H-AR( 放 射 性 同位 素 气 标记 的 腺 嗓 哈 核 
昔 ) 作 脉冲 标记 实验 ,45 s 后 发 现 ,90% 的 poly A RNA 位 于 细胞 核 内 ;标记 150 min 
后 ,有 20% 的 poly A RNA 进入 细胞 质 ,说 明 带 poly A 的 RNA 是 由 细胞 核 转运 
入 细胞 质 的 。 

(@ 加 入 dAR( 脱 氧 腺 味 吟 核 苷 ) 抑 制 poly A 的 生物 合成 ,hnRNA 和 mRNA 
的 合成 都 受到 抑制 。 据 此 ,科学 家 认为 hnRNA 是 mRNA 的 前 体 ,成 熟 mRNA 是 
由 hnRNA 经 剪接 加 工 得 到 的 。 

3. 真 核 生物 基因 转录 后 加 工 的 多 样 性 

真 核 生 物 的 基因 可 以 按 其 转录 方式 分 为 两 大 类 ; 即 简单 转录 单位 和 复杂 转 
录 单 位 。 这 两 种 转录 方式 虽然 最 终 都 产生 和 蛋白质, 但 它们 的 转录 后 加 工 方式 是 
不 同 的 。 

(1) 简单 转录 单位 ”这 类 基因 只 编码 产生 一 个 多 肽 ,其 原始 转录 产物 有 时 
需要 加 工 , 有 时 则 不 需要 加 工 。 这 类 基因 转录 后 加 工 有 3 种 不 同形 式 ( 图 8-49)。 

第 一 种 简单 转录 单位 ,如 组 蛋白 基因 ,它们 没有 内 含 子 ,因此 不 存在 转录 后 
加 工 问题 ,其 mRNA 3' 端 没有 poly A, 但 有 一 个 保守 的 回 文 序列 作为 转录 终止 
信号 。 已 知 高 等 真 核 生物 有 3 种 不 同 的 组 蛋白 , 即 与 DNA 复制 有 关 的 .与 复制 
无 关 的 和 组 织 特异 性 组 蛋白 。 在 细胞 分 裂 的 S 期 (DNA 合成 期 ) 表 达 的 .与 复制 
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上 图 8-49 真 核 生物 基因 转录 后 加 工 的 3 种 主要 形式 


8.6 ”其 他 水 平 上 的 表达 调控 “>> 


有 关 的 组 蛋白 是 一 个 大 家 族 ， 真 核 细胞 中 共有 5~20 个 各 自 成 簇 的 HA 、H2B、 
Hs3、Hs 和 H, 基因 ,与 复制 无 关 的 组 蛋白 (主要 存在 于 不 再 分 裂 \ 已 经 完成 分 化 的 
组 织 中 ) 和 组 织 特 异性 组 蛋白 (如 鸟 类 和 两 栖 动 物 红细胞 专 一 的 组 蛋白 Hs) 是 由 
单 拷贝 基因 编码 的 ,这些 单 拷贝 基因 与 其 他 组 蛋白 基因 无 关 , 由 这 些 基因 转录 
的 mRNA 是 带 有 poly A 尾巴 的 。 

第 二 种 简单 转录 单位 包括 腺 病毒 蛋白 区 ,w- 干 扰 素 和 许多 酵母 蛋白 质 基 
因 ,它们 没有 内 含 子 ,所 编码 的 mRNA 不 需要 剪接 ,但 需要 加 poly A。 

第 三 种 简单 转录 单位 包括 gq- 和 B- 珠 蛋白 基因 及 许多 细胞 蛋白 基因 ， 这 些 
基因 虽然 都 有 内 含 子 ,需要 进行 转录 后 加 工 剪接 ,还 要 加 poly A ,但 它们 只 产生 
一 个 有 功能 的 mRNA ,所 以 仍然 是 简单 转录 单位 。 

(2) 复杂 转录 单位 含有 复杂 转录 单位 的 主要 是 一 些 编码 组 织 和 发 育 特异 
性 和 蛋白质 的 基因 ,它们 除了 含有 数量 不 等 的 内 含 子 以 外 ,其 原始 转录 产物 能 通 
过 多 种 不 同方 式 加 工 成 两 个 或 两 个 以 上 的 mRNA。 

QD 利用 多 个 5' 端 转录 起 始 位 点 或 剪接 位 点 产生 不 同 的 蛋白 质 。 小 鼠 和 鸡 
的 肌 球 蛋白 轻 链 基 因果 蝇 EH8 基因 脱氧 酶 基因 小 鼠 唾 液 与 肝脏 aq- 淀粉 酶 
基因 .田鼠 乙酰 辅酶 A 基因 等 都 属于 这 种 成 熟 方式 ,图 8-50 说 明 肌 球 蛋白 碱 性 
轻 链 基因 选用 了 不 同 的 5’ 转录 起 始 位 点 及 剪接 不 同 外 显 子 产生 蛋白 质 异 构 体 
LC1 和 LC3 的 过 程 。 由 于 选用 不 同 的 转录 起 始 位 点 ,还 导致 了 小 鼠 a- 淀 粉 酶 基 
因 的 组 织 特异 性 。 


有 图 8-50 ” 肌 球 蛋白 碱 性 轻 链 基 因 剪 接 的 多 样 性 


@ 利用 多 个 加 poly A 位 点 和 不 同 的 剪接 方式 产生 不 同 的 蛋白 质 。 这 类 基 
因 5' 端 虽 只 有 一 个 转录 起 始 位 点 ,但 有 两 个 或 多 个 加 poly A 位 点 ,因此 可 通过 
不 同 的 剪接 方式 得 到 不 同 的 蛋白 质 。 属 于 这 类 基因 的 有 腺 病毒 晚期 基因 ,高 等 
真 核 生物 免疫 球 蛋 白 M.D\E 和 CG 的 H 链 基因 ,大 鼠 降 钙 素 基因 , 牛 前 激 肽 原 
基因 , 果 蝇 肌 球 蛋白 H 链 基 因 , 果 蝇 肌 球 蛋 白 碱 性 L 链 基因 和 人 血 纤维 蛋白 原 
基因 等 , 以 大 鼠 降 钙 素 基因 为 例 , 它 编码 与 血 钙 代 谢 有 关 的 蛋白 质 ,该 基因 有 一 
个 转录 起 始 位 点 和 6 个 外 显 子 ,两 个 加 poly A 位 点 。 如 果 初 级 转录 产物 以 0 一 
1 一 2 一 3 一 4 号 外 显 子 连接 在 一 起 ,并 利用 外 显 子 4 后 面 的 poly A 位 点 ,就 产生 
降 钙 素 mRNA。 但 当初 级 转录 产物 以 0 一 1 一 2 一 3 一 5 一 6 号 外 显 子 连接 在 一 起 ， 
并 利用 外 显 子 6 以 后 的 加 poly A 位 点 时 ,就 产生 了 编码 与 降 钙 素 基 因 表 达 有 关 
的 多 肽 CGRP 的 mRNA( 图 8-51 )。 
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二 本 8 基因 的 表达 与 调控 (下 ) 一 一 真 核 基 因 表 达 调 控 一 般 规 律 
加 polyA 位 点 加 polyA 位 点 


外 显 子 内 含 子 降 钙 | CGRP | 
1 2 3 4 5 6 


天 剪接 ,加 polyA \ 


原始 转录 产物 


| 翻译 | 翻译 
me = 
| 和 蛋白酶 切割 | 蛋白 酶 切割 
a eo 
Calcitonin ( 降 钙 素 ) CGRP ( 降 钙 素 相 关 蛋 白 ) 


上 有 图 8-51 pre-mRNA 不 同 的 剪接 方式 造成 了 不 同 组 织 中 不 同 的 降 钙 素 样 蛋白 


免疫 球 和 蛋白 的 链 基 因 也 有 一 个 转录 起 始点 和 两 个 poly A 位 点 。 当 它 启 
用 外 显 子 6 上 的 终止 序列 时 ， 翻译 生 成 相对 分 子 质量 较 小 的 分 泌 型 蛋白 (js)， 
可 直接 分 泌 进 入 细胞 质 中 ; 当 启 用 外 显 子 8 上 的 终止 序列 时 ,翻译 生成 相对 分 
子 质量 较 大 的 膜 结合 型 蛋白 (um) , 它 能 与 细胞 膜 结 合 在 一 起 。 

(3) 虽 无 剪接 ,但 有 多 个 转录 起 始 位 点 或 加 poly A 位 点 的 基因 ,如 二 氧 叶 酸 
还 原 酶 基因 和 酵母 乙醇 脱 氢 酶 基因 都 具有 不 同 的 $' 端 和 poly A 位 点 。 大 鼠 a- 
2- 珠 蛋白 基因 , 鸡 波 形 蛋白 基因 X 基因 和 人 N-ras 基因 均 含 有 多 个 poly A 位 
点 ,而 鸡 溶菌 酶 基因 和 酵母 蔗糖 酶 基因 则 拥有 多 个 5' 端 , 这 类 基因 表达 时 ,往往 
产生 不 同 $ "端的 mRNA。 虽然 原始 转录 产物 的 蛋白 质 编码 区 和 3“ 端 都 相同 ,不 
同 的 $ 端 却 导致 了 分 刻 型 和 胞 内 型 蛋白 的 产生 ， 其 中 分 泌 型 蔗糖 酶 是 可 调节 
的 ,而 胞 内 型 则 是 组 成 型 的 。 

4. mRNA 有 效 性 的 调控 

真 核 生物 能 否 长 时 间 、 及 时 地 利用 成 熟 的 mRNA 分 子 翻译 出 蛋白 质 以 供 生 
长 .发育 的 需要 ,是 与 mRNA 的 稳定 性 以 及 屏蔽 状态 的 解除 密切 相关 的 ,原核 生 
物 mRNA 的 半衰期 很 短 ， 平均 大 约 3 min。 高 等 真 核 生 物 迅 速生 长 的 细胞 中 
mRNA 的 半衰期 平均 约 为 3 he 在 高 度 分 化 的 终端 细胞 中 许多 mRNA 极其 稳定 ， 
有 的 寿命 长 达 几 天 或 十 几 天 ,加 上 强 启 动 子 的 转录 ,使 一 些 终端 细胞 特有 的 蛋 
白质 合成 达到 惊人 的 水 平 。 例如 ,家 蚕丝 心 蛋白 基因 具有 很 强 的 启动 子 , 几 天 内 
即 可 转录 出 10 个 丝 心 蛋白 mRNA ,而 它 的 寿命 长 达 4 d, 每 个 mRNA 分 子 能 重 
复 翻译 出 10* 个 丝 心 蛋白 ,所 以 4 d 内 可 产生 100 个 丝 心 蛋白 ,说明 mRNA 寿命 


8.6 ”其 他 水 平 上 的 表达 调控 > 
的 延长 是 mRNA 有 效 性 的 一 个 重要 因素 。 


8.6.2 ”翻译 水 平 的 调控 


在 蛋白 质 生 物 合成 的 起 始 反应 中 主要 涉及 细胞 中 的 4 种 装置 ,包括 :中核 
糖 体 ” 它 是 蛋白 质 生 物 合成 的 场所 ; (@ 蛋 白质 合 成 的 模板 一 一 mRNA 它 是 传 
递 基因 信息 的 媒介 ;人 @@ 可 溶性 蛋白 因子 ”这 是 蛋白 质 生 物 合成 起 始 物 形成 所 必 
需 的 因子 ;COtRNA ” 它 是 氨基 酸 的 携带 者 。 只 有 这 些 装 置 和 谐 统一 才能 完成 蛋 
日 质 的 生物 合成 。 

1. 真 核 生物 mRNA 的 “扫描 模式 "与 蛋白 质 合成 的 起 始 

大 量 实验 证 明 ,在 真 核 生物 起 始 蛋白 质 合 成 时 ,40S 核糖 体 亚 基 及 有 关 合成 
起 始 因 子 首先 与 mRNA 模板 靠近 5' 端 处 结合 ， 然 后 向 3' 方 向 滑行 ， 发 现 AUG 
起 始 密码 子 时 ,与 60S 大 亚 基 结合 形成 80S 起 始 复合 物 。 这 就 是 Kozak 提出 的 
真 核 生物 蛋白 质 合成 起 始 的 “扫描 模式 "。 

那么 ,为 什么 核糖 体 滑 行 到 mRNA 的 第 一 个 AUG , 即 在 离 5' 端 最 近 的 起 始 
密码 位 点 就 停 下 来 并 起 始 翻 译 呢 ?现在 认为 ,这 是 由 AUG 的 前 (5' 方 向 ) 和 后 (3 
方向 ) 序 列 所 决定 的 。 调 查 了 200 多 种 真 核 生物 mRNA 中 5' 端 第 一 个 AUG 前 
后 序列 发 现 , 除 少数 例外 , 绝 大 部 分 都 是 A/G NNAUGG ,说 明 这 样 的 序列 对 翻译 
起 始 来 说 是 最 为 合适 的 。 所 以 , “扫描 模式 ”相当 合理 地 说 明了 许多 真 核 生物 
mRNA 的 单一 顺 反 子 性 质 ,也 合理 地 解释 了 为 什么 将 mRNA 水 解 之 后 , 它 内 部 
的 起 始 密 码 会 被 活化 。 因 为 mRNA 的 水 解 产生 出 了 新 的 5' 端 ,所 以 它 又 可 以 成 
为 40S 起 始 复 合 物 的 进入 位 点 。 

那么 , 真 核 生 物 中 具有 相关 生物 功能 的 基因 通过 什么 样 的 补偿 机 制 得 以 协 
同 表达 呢 ? 有 人 提出 , 真 核 生 物 通过 “融合 基因 "的 方式 产生 出 多 聚 顺 反 子 的 替 
代 物 , 即 “多 聚 蛋 白质 "多 聚 蛋 白质 是 由 相当 长 的 mRNA 编码 的 ,如 色 氮 酸 合成 
酶 , 它 的 a 亚 基 ( 相 对 分 子 质 量 28 727) 和 B, 亚 基 (相对 分 子 质量 42 756) 在 大 
肠 杆菌 中 分 别 由 不 同 基因 编码 ,但 是 ,在 真 核 生 物 酵母 中 ,这 两 个 多 肽 融合 形成 
相对 分 子 质量 为 76 000 的 双 功 能 蛋白 质 。 红 色 链 孢 霉 的 arom 基因 簇 也 编码 多 
功能 蛋白 ,参与 多 聚 芳香 化 合 物 的 生物 合成 。 此 外 ,酵母 的 his4 基因 编码 了 一 个 
三 功能 蛋白 质 。 从 功能 上 说 ,哺乳 动物 的 脂肪 酸 合成 酶 (相对 分 子 质量 2.4x105) 
相当 于 大 肠 杆菌 中 一 组 7 个 之 多 的 功能 各 不 相同 的 多 肽 。 所 以 ,基因 融合 可 能 
补偿 了 真 核 生 物 核糖 体 不 能 利用 多 聚 顺 反 子 型 mRNA 来 协调 各 种 不 同 蛋白 质 
生物 合成 的 缺陷 。 

2. mRNA 5' 端 帽子 结构 的 识别 与 蛋白 质 合 成 

因为 绝 大 多 数 真 核 生物 mRNA 5' 端 都 带 有 “帽子 "结构 ,所 以 ,核糖 体 起 始 
蛋 日 质 的 合成 ,首先 面临 的 问题 是 如 何 识别 这 项“ 帽子 ”。 

真 核 生物 mRNA 5' 端 可 有 3 种 不 同 的 帽子 , 即 0 型 、I 型 和 型 ,其 主要 差 
异 在 于 帽子 中 碱 基 甲 基 化 程度 的 不 同 。 表 8-16 列举 了 这 3 种 不 同类 型 帽子 的 
结构 。 

真 核 生物 的 加 帽子 反应 发 生 在 mRNA 前 体 刚 转录 出 来 不 久 或 尚未 转录 完 
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巴 丰 8 基因 的 表达 与 调控 (下 ) 一 一 真 核 基 因 表 达 调 控 一 般 规 律 
表 8-16 真 核 生物 mRNA 的 帽子 结构 


种 类 结构 mRNA 
0 型 m’ Gppp*/GpNp — 酵母 . 黏 菌 
1 型 m’" GpppA,,Gm pNp -~ 海胆 胚 、 讽 虫 
型 m CppPNin No 哺乳 动物 
m' GpppN a, Ny 哺乳 动物 


成 时 ,催化 这 一 过 程 的 是 鸟 苷 酸 转 移 酶 和 甲 基 转 移 酶 ,它们 都 位 于 细胞 核 内 。 据 
认为 ， 细 胞 中 的 帽子 化 酶 是 同时 具有 RNA 三 磷酸 酯 酶 和 乌 苷 酸 转移 酶 活性 的 
多 功能 酶 。 通 过 乌 苷 酸 转移 酶 生成 的 是 $'-S' 磷 酸 二 酯 键 . 从 0 型 到 [型 帽子 的 
生成 都 在 细胞 核 内 进行 ,由 工 型 帽子 进一步 加 工 成 下 型 帽子 在 细胞 质 内 进行 。 

3. mRNA 的 稳定 性 与 基因 表达 调控 

在 高 等 真 核 生物 中 转 铁 蛋白 受 体 (TfR ) 和 铁 蛋 白 负 责 铁 吸 收 和 铁 解毒 。 这 
两 个 mRNA 上 存在 相似 的 顺 式 作用 元 件 , 称 为 铁 应 答 元 件 (iron responsive ele- 
ment ,IRE ) ,IRE 与 IRE 结合 蛋白 (IRP) 相 互 作 用 控制 了 这 两 个 mRNA 的 翻译 效 
率 。 当 细胞 处 于 缺 铁 或 高 铁水 平时 ,能 产生 两 个 数量 级 的 蛋白 水 平 差异 , 却 没 有 
在 mRNA 水 平 上 发 现存 在 显著 差异 。 研 究 表明 ,位 于 $' 非 翻译 区 的 IRE 控制 了 
铁 和 蛋白 mRNA 的 翻译 效率 ,去掉 这 个 非 翻 译 区 IRE ,可 造成 铁 蛋 白 的 永久 性 高 
水 平 翻译 。 当 细胞 缺 铁 时 ,IRP 与 IRE 具有 高 亲和力 ,两 者 的 结合 有 效 地 阻止 了 
铁 和 蛋白 mRNA 的 翻译 ， 与 此 同时 ,TfR mRNA 上 3' 非 翻译 区 中 的 IRE 也 与 IRP 
特异 结合 ,有 效 地 阻止 TfR mRNA 的 降解 ,促进 TfR 蛋白 的 合成 (图 8-52)。 此 
外 ,催乳 素 能 明显 延缓 酪 蛋白 (casein)mRNA 的 降解 。 不 如 入 催乳 素 时 ,体系 中 
的 酪 蛋白 mRNA 在 1 h 内 降解 50% ,而 加 入 催乳 素 后 40 h, 酷 蛋白 mRNA 才 降 
解 5095( 图 8-53)。 

4. 可 洲 性 蛋白 因子 的 修饰 与 翻译 起 始 调控 

许多 可 溶性 蛋白 因子 , 即 起 始 因子 ,对 蛋白 质 合成 的 起 始 有 着 重要 的 作用 ， 
对 这 些 因子 的 修饰 也 会 影响 翻译 起 始 。 

(1) elF-2 磷酸 化 对 翻译 起 始 的 影响 用 兔 网 织 红细胞 粗 抽 提 液 研究 蛋白 
质 合 成 时 发 现 , 如 果 不 向 这 一 体系 中 添加 氯 高 铁血 红 素 , 几 分 钟 之 内 蛋白 质 合 
成 活性 急剧 下 降 ,直到 完全 消失 。 这 就 是 说 , 当 没 有 氯 高 铁血 红 素 存 在 时 ,网 织 
红细胞 粗 抽 提 液 中 的 蛋白 质 合成 抑制 剂 就 被 活化 ,从 而 抑制 蛋白 质 合成 。 现 已 
查 明 ,该 抑制 剂 HCI 是 受 毛 高铁 血红 素 调节 的 , 它 其 实 是 eIF-2 的 激酶 ,可 以 
使 eIF-2 的 a 亚 基 磷 酸化 ,并 由 活性 型 变 成 非 活性 型 .没有 生物 活性 的 HCI 也 
可 以 通过 自身 的 磷酸 化 变 成 活性 型 ,这 个 过 程 可 能 是 自我 催化 的 ,并 与 一 个 
被 称 为 HS 因子 的 热 稳定 重 白 有 关 。 和 氧 高 铁血 红 素 能 够 阻 断 HCI 的 活化 过 程 
(图 8-54)。 

实验 表明 ,eIF-2 的 a 亚 基 磷酸 化 以 后 ,eIF-2 与 eIF-2B 紧密 结合 ,直接 影响 了 
elF-2 的 再 利用 ,从 而 抑制 翻译 ,影响 蛋白 质 合 成 起 始 复合 物 的 生成 。eIF-2 磷酸 化 
阻碍 蛋白 质 生 物 合成 这 一 现象 ,同样 可 由 添加 氧化 型 谷 胱 甘 肽 或 双 链 RNA 等 引发 。 


8.6 ”其 他 水 平 上 的 表达 调控 >> 


铁 蛋 白 mRNA 
IRP 
IRE 
A 
a 编码 区 
无 IRP,mRNA 顺利 翻译 与 1RP 结合 ,无 mRNA 起 始 翻译 
转 铁 蛋白 受 体 mRNA 
WR 
A 
无 IRP,mRNA 降解 与 IRP 结合 ,mRNA 不 降解 
GU 
A 和 ， 
CU 区 让 
AU GC 
AU AU 
CG AU 
UG GC 
UA GC 
GC UA 
AU 
CG UA 
CG UA 
U AU 
UA AU 
UA UA 
GC 
GC Fe 
GC AU 
5/ 3 » 、 
人 铁 蛋 白 -IRE 转 铁 和 蛋白 受 体 -IRE 


有 图 8-52 人 铁 蛋 白 及 转 铁 蛋 白 受 体 mRNA 的 翻译 调控 机 制 
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1 图 8-53 催乳 素 处 理 能 明显 延缓 酷 蛋 白 mRNA 的 降解 
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8 基因 的 表达 与 调控 { 下 ) 真 核 基因 表达 调控 一 般 规律 


ATP ADP 
HCI HCI-P 
( 非 活 性 型 ) (活性 型 ) 
气 高 铁血 红 素 
ATP-HCI-P 


elF—2 eIF—2(0—P) 


括 性 型) 一 一 一 < 一 一 ( 非 活性 型 
全 性 到 ATP-HCI 


有 1 图 8-54 elF-2、HCI 及 氯 高 铁血 红 素 的 相互 关系 


(2) CBP 开 活性 与 翻译 的 起 始 ”在 消 髓 灰质 病毒 感染 的 HeLa 细胞 中 ,有 帽 
子 结构 的 宿主 mRNA 的 翻译 受阻 ,宿主 蛋白 质 合成 停止 ,但 没有 帽子 结构 的 着 
髓 灰质 炎 病 毒 mRNA 的 翻译 却 不 受 影响 。 研 究 表明 ,宿主 细胞 CBPI 失 活 是 导 
致 这 种 mRNA 选择 性 翻译 的 根本 原因 。 如 果 在 这 种 感染 细胞 抽 提 液 的 蛋白 质 合 
成 体系 中 加 入 由 兔 网 织 红细胞 中 提取 的 CBPI ,就 能 恢复 有 帽子 mRNA 的 翻译 
活性 。 添 加 CBP 卫 对 消 骨灰 质 炎 病毒 RNA 的 翻译 没有 影响 。 

在 蛋白 质 生物 合成 的 过 程 中 ,特别 是 在 起 始 反 应 中 ,mRNA 的 “可 翻译 性 ” 
是 起 决定 作用 的 ,其 5' 端 的 帽子 结构 \ 二 级 结构 、 与 rRNA 的 互补 性 以 及 起 始 密 
码 附 近 的 核 苷 酸 序列 都 是 蛋白 质 生物 合成 的 信号 系统 。 蛋 白质 生物 合成 的 调 
控 , 就 是 通过 mRNA 本 身 所 固有 的 信号 与 可 溶性 蛋白 因子 或 者 与 核糖 体 之 间 的 
相互 作用 而 实现 的 。 


< 忆 ) | 思考 是 


. 基因 家 族 的 分 类 及 其 主要 表达 调控 模式 。 

. 何 为 外 显 子 , 内 含 子 及 其 结构 特点 和 可 变调 控 ? 

. DNA 甲 基 化 对 基因 表达 的 调控 机 制 。 

. 真 核 生物 转录 元 件 组 成 及 其 分 类 。 

. 增强 子 的 作用 机 制 。 

, 反 式 作用 因子 的 结构 特点 及 其 对 基因 表达 的 调控 ? 
. 举例 说 明和 蛋白 质 磷 酸化 如 何 影响 基因 表达 。 

. 组 蛋白 乙酰 化 和 去 乙酰 化 影响 基因 转录 的 机 制 。 
. 激素 影响 基因 表 的 基本 模式 。 

:分子 伴侣 的 分 类 及 其 影响 基因 表达 的 机 制 。 
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9.1 肿瘤 与 癌症 


癌 (cancer) 是 一 群 不 受 生 长 调控 而 繁殖 的 细胞 ,也 称 恶 性 肿 
瘤 。 与 此 相对 应 的 良性 肿瘤 是 一 群 仅 局 限 在 自己 的 正常 位 置 , 且 
不 侵犯 周围 其 他 组 织 和 器 官 的 细胞 。 因 此 , 绝 大 多 数 癌 是 由 肿瘤 
细胞 经 过 一 系列 突变 转化 而 来 的 (图 9-1 ) ,到 目前 为 止 , 癌 症 仍 然 
是 人 类 生存 的 头号 敌人 。 今天 ,科学 家 已 经 能 够 对 许多 种 癌症 做 
出 早期 诊断 ,延长 患者 的 生存 期 ,但 并 未 从 根本 上 征服 这 个 病魔 。 
20 世纪 50 年 代 以 来 ,对 肿瘤 医学 的 研究 有 三 项 最 为 突出 的 成 就 : 
员 交 基因 的 发 现 及 其 研究 的 深入 ;@ 染 色 体 畸变 与 致癌 基因 表达 
相互 关系 的 揭示 ;(3 抑 癌 基 因 的 发 现 及 表达 调控 。 已 经 发 现 了 上 
百 个 原 瘤 基因 (proto-oncogene) 和 许多 抑 癌 基因 ,证 明细 胞 癌变 的 
分 子 基础 是 基因 突变 ,DNA 的 变化 和 不 正常 活动 导致 了 细胞 
癌变 。 

癌 基 因 (oncogene) 可 分 为 两 大 类 ;一 类 是 病毒 癌 基 因 (viral 
oncogene ,V-onc)， 编 码 病毒 癌 基 因 的 主要 有 DNA 病毒 和 RNA 
病毒 DNA 病毒 包括 乙 型 肝炎 病毒 .SV40 和 多 瘤 病毒 .乳头 瘤 病 
毒 \ 腺 病毒 ,疱疹 病毒 和 痘 病毒 RNA 病毒 主要 是 反 转 录 病 毒 。 反 
转录 病毒 致癌 基因 (retrovirus onc) 可 能 是 研究 得 最 多 的 病毒 基 
因 ,它们 能 使 靶 细 胞 发 生 恶 性 转化 。 第 二 类 是 细胞 转化 基因 (C- 
onc) ,它们 能 使 正常 细胞 转化 为 肿瘤 细胞 ,这 类 基因 与 病毒 癌 基 
因 有 显著 的 序列 相似 性 。 事 实 上 ,细胞 转化 基因 可 能 就 是 存在 于 
人 体 正 常 细胞 中 的 原 交 基因 的 突变 产物 ， 它 们 广泛 存在 于 生物 


_ 9.1 肿瘤 与 癌症 > 


正常 的 管状 发 生 癌 变 的 腺 体 被 纤维 状 结缔 组 织 ”正常 管状 有 转移 能 力 的 
腺 体 细胞 ”细胞 (分 裂 失控 ) 包 于 的 良性 肿瘤 腺 体 细胞 。 腺 体 癌 细 胞 


良性 腺 体 瘤 


有 图 9-1 肿瘤 组 织 示意 图 


界 , 有 相当 高 的 保守 性 ,属于 “持家 基因 ", 正 常 表达 时 对 细胞 的 生长 和 分 化 有 
调控 的 作用 。 


9.1.1 反 转 录 病 毒 致癌 基因 


早 在 1910 年 ,Rous 就 发 现 带 有 肉瘤 病毒 (一 种 反 转 录 病 毒 ) 的 鸡肉 瘤 无 细 
胞 滤液 能 在 鸡 体 内 诱发 新 的 肉瘤 。 这 种 病毒 的 基因 组 是 由 单 链 RNA 组 成 的 ,一 
般 只 有 6~9 kb。RNA 上 的 基因 数目 很 少 ,它们 被 包裹 在 由 gag 和 env 两 个 基因 
编码 的 蛋白 质 外 壳 中 ,其 中 env 基因 指导 外 这 蛋白 的 合成 ,gag 基因 则 指导 *“ 鞘 " 
蛋白 的 合成 ,这 些 “ 鞘 "蛋白 好 像 * 道 钉 " 一 样 “ 夭 " 在 外 壳 的 表面 ,维持 外 壳 蛋 白 
结构 的 稳定 性 (图 9-2)。 反 转录 病毒 的 复制 是 由 其 自身 基因 组 上 pol 基因 编码 
的 反 转录 酶 指导 完成 的 。 当 该 病毒 感染 细胞 时 ,pol 基因 就 被 宿主 的 RNA 聚合 
酶 有 转录 ,产生 pol mRNA, 并 在 宿主 核糖 体 上 合成 包括 反 转 录 酶 .整合 酶 等 多 
个 病毒 复制 和 整合 所 需要 的 酶 类 (图 9-3)。 该 反 转 录 酶 再 以 病毒 RNA 为 模板 ， 
转录 出 与 病毒 RNA 序列 互补 的 单 链 DNA 分 子 , 并 以 此 为 模板 ,利用 宿主 DNA 
聚合 酶 指导 合成 第 二 条 DNA 链 ， 以 双 链 DNA 形式 整合 到 宿主 细胞 基因 组 中 


脂 质 腊 RNA 基因 组 (二 倍 体 ) 
表面 糖 蛋白 
整合 酶 跨 膜 蛋白 
借 白 酶 
反 转 录 酶 基质 


1 图 9-2 反 转 录 病 毒 颗 粒 示意 图 
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和 图 9-3 反 转 录 病 毒 基 因 结 构 示 意图 
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有 图 9-4 


反 转 录 病 毒 c-myc 序列 


反 转 录 病 毒 插入 引起 c-myc 基因 活化 的 几 种 可 能 途径 


9.1 三 > 拓 


(图 9-4)。 被 整合 的 反 转 录 病 毒 DNA 分 子 称 为 原 病 毒 (provirus) , 它 能 指导 病毒 
mRNA 的 合成 ,并 利用 宿主 细胞 中 的 蛋白 质 合成 器 ,翻译 生成 病毒 外 过 蛋白 等 ， 
最 后 组 装 成 病毒 颗粒 。 已 经 在 各 种 反 转 录 病 毒 中 发 现 了 许多 致癌 基因 ,它们 感 
染 后 诱导 宿主 产生 肿瘤 的 主要 原因 是 激活 特定 基因 表达 ,从 而 破坏 宿主 细胞 本 
身 固 有 的 平衡 ,导致 细胞 发 生 转 化 。 

最 早 研究 的 致癌 基 因 是 劳 斯 (Rous ) 肉 瘤 病毒 中 的 V-Src 基因 , 它 编码 了 一 
个 被 称 为 p60 的 蛋白 质 。 序 列 分 析 表 明 ,该 蛋白 有 514 个 氨基 酸 ,是 一 个 磷酸 
化 蛋白 。 其 C 端 250 个 氨基 酸 是 活性 区 域 , 负 责 将 磷酸 基 团 转移 到 酷 氮 酸 残 基 
上 。 它 的 作用 主要 是 使 多 个 靶 蛋 白 发 生 磷 酸化 ,从 而 影响 它们 的 功能 ,加 速 细 胞 
癌变 的 过 程 。 

那么 ,p60 使 多 个 蛋白 质 中 的 酪 氨 酸 发 生 磷酸 化 以 后 ,又 是 如 何 促 使 细胞 
发 生 癌 变 的 呢 ? 科学 家 发 现 , 一 种 存在 于 细胞 基部 质 膜 附 着 点 内 被 称 为 枢纽 蛋 
白 (vinculin ) 的 细胞 骨架 蛋白 的 磷酸 化 可 能 是 引起 细胞 癌变 的 中 心 环节 。 已 知 质 
膜 附 着 点 的 主要 作用 是 通过 细胞 膜 固着 蛋白 ,将 细胞 固定 在 所 处 的 表面 。 它 也 
能 使 肌 动 蛋白 的 纤 丝 依附 在 上 面 。 位 于 附着 点 内 的 枢纽 蛋白 则 起 着 连接 肌 动 蛋 
白 纤 丝 东 和 细胞 膜 固着 蛋白 的 作用 。 正 常情 况 下 ,该 蛋白 上 的 酷 氨 酸 残 基 只 轻 
度 地 磷酸 化 。 而 在 转化 细胞 中 ,由 于 p60 结合 在 附着 点 内 靠近 或 位 于 枢纽 蛋白 
处 ,使 这 一 蛋白 的 磷酸 化 水 平 提高 了 20 倍 以 上 ,明显 降低 了 枢纽 蛋白 连接 肌 动 
蛋白 纤 丝 束 和 细胞 膜 固着 蛋白 的 功能 ,导致 贞 动 蛋白 纤 丝 束 松散 ,细胞 黏附 能 
力 减弱 ,容易 发 生 脱落 和 转移 。 

1. 急性 转化 型 和 非 急性 转化 型 

根据 反 转 录 病 毒 转化 细胞 的 能 力 ,可 将 其 分 为 两 大 类 :一 类 为 急性 转化 型 ， 
另 一 类 则 称 为 非 急 性 转化 型 。 急 性 转化 型 反 转 录 病 毒 具 有 3 个 主要 特征 ;这 
类 病毒 感染 动物 后 ， 很 短 时 期 内 ( 几 天 或 几 周 ) 就 出 现实 体 瘤 或 白 血 瘤 
(leukemia);@ 它 们 所 带 的 瘤 基因 一 般 位 于 病毒 基因 组 内 部 ,也 可 位 于 基因 组 的 
3' 端 ,但 不 会 插入 结构 基因 内 部 ;@ 具 有 体外 转化 细胞 的 能 力 。 非 急性 转化 型 则 
正好 相反 ,它们 感染 宿主 细胞 后 需要 较 长 时 间 ( 几 个 月 , 数 年 甚至 数 十 年 ) 才 会 
致癌 。 

2. V-onc 基因 的 起 源 

研究 发 现 , 反 转录 病毒 基因 组 中 所 带 有 的 onc 基因 并 非 来 自 病毒 本 身 ,而 
是 这 些 病 毒 在 感染 动物 或 人 体 之 后 获得 的 细胞 原 癌 基因 (出 9_5)。 这 些 动物 
或 人 原 癌 基因 经 病毒 修饰 和 改造 后 ,成 为 病毒 基因 组 的 一 部 分 并 具有 了 致癌 
性 ,其 作用 的 靶 分 子 也 往往 发 生 了 改变 ,已 经 证 实 , 各 种 疹 椎 动物 染色 体 DNA 
上 都 有 与 Src 相 类 似 的 DNA 序列 ,说明 它 是 正常 细胞 所 固有 的 。 因 为 正常 细 
胸中 这 些 基 因 是 不 表达 的 ,只 有 在 细胞 发 生 癌变 时 才 有 活性 ,所 以 称 为 原 癌 
基因 。 表 9-1 是 部 分 c-one 与 v-onc 序列 的 比较 ,从 表 中 不 难看 出 ,除了 erbB 
基因 之 外 ,两 组 基因 编码 区 的 相似 性 非常 高 。 一 般 说 来 ,细胞 原 癌 基 因 大 都 是 
断裂 基因 , 带 有 插入 序列 ,而 病毒 的 致 痛 基 因 往 往 是 一 个 完整 的 没有 断裂 的 
读 码 框 。 


此 过 从 EN 过 让 


ge sm 


二 本 9 疾病 与 人 类 健康 


(a) 
鼠 白 血 病 病毒 
Ny 
帽子 -EL 一 7- 


5 了 


gag pol env 
劳 斯 肉瘤 病毒 


i 
号 3， 
EE Ee 


= ==== = ET 


gag pol eny STC 


tb) 宿主 细胞 DNA 外 显 子 内 含 子 


编码 激酶 活性 区 
mm i 


要 小 鸡 c-src 原 癌 基 因 本 


SFC 


细胞 癌 基 因 
(b) 


有 图 9-5 劳 斯 肉瘤 病毒 基因 结构 及 c-Src 原 瘤 基 因 的 转变 (a) 鼠 白血病 病毒 (上 ) 和 劳 斯 肉瘤 病毒 
(下 ) 基 因 组 及 所 编码 的 主要 蛋白 质 ;(b) 病 毒 感染 后 引起 宿主 细胞 原 痛 基 因 转 变 成 冶 基 因 。 


表 9-1 部 分 c-onc 和 v-onc 基因 编码 区 比较 


c-onc 中 的 V-onc 中 的 
密码 子 数 密码 子 数 


9.1_ 肿瘤 与 癌症 >> 


目前 已 鉴定 的 致癌 基因 超过 了 100 个 ,最 常见 的 是 ras 与 myc 基因 家 族 。 突 
变 的 Ha-ras 基因 产物 与 结肠 癌 肺癌、 胰腺 癌 等 相关 ,K-ras 与 恶性 骨髓 瘤 成 
淋巴 细胞 瘤 等 有 关 ,而 N-ras 则 多 见于 泌尿 系统 癌症 。 研 究 发 现 ,c-myc 表达 时 
相 主 要 在 Go/Gi 交界 或 G1 早期 ,而 C-H-ras 和 C-K-ras 则 主要 在 G 中 晚期 。 有 
人 认为 ,细胞 周期 中 的 G, 期 对 于 细胞 生长 的 控制 具有 关键 性 意义 ,因为 该 时 相 
中 存在 一 个 “生长 控制 点 ", 在 正常 情况 下 ,细胞 可 根据 对 信和 号 的 应 答 , 发挥“ 生 
长 控制 点 "的 调节 作用 ,使 细胞 通过 该 点 ,进入 S、M 期 再 回 到 G, 期 ,或 者 阻止 细 
胞 通过 该 控制 点 而 使 其 进入 Go 期 。c-mye 的 表达 可 能 使 细胞 获得 了 通过 “生长 
控制 点 "的 潜能 ,而 c-ras 的 表达 似乎 加 强 了 c-myce 的 这 种 作用 潜能 ,两 者 协同 
作用 使 细胞 向 S 期 过 渡 成 为 可 能 。 也 就 是 说 ,c-myc 和 c-ras 表达 的 协同 作用 是 
细胞 分 裂 的 必要 步骤 。 实 验 表 明 ,在 肿瘤 细胞 中 ,“ 生 长 控制 点 "不 起 作用 ,所 以 
瘤 细胞 一 直 处 于 细胞 周期 循环 之 中 (图 9-6)。 


DE OAD 
位 于 组 织 基部 具有 | 基部 中 
分 裂 能 力 的 细胞 层 | 纤 层 站 

末端 分 化 的 细胞 , 细 “6 

胞 核 较 小 呈 浓 缩 状 -0 


(a) (b) (c) (d) 


有 图 9-6 表皮 癌 的 发 生 过 程 示 意图 (a) 正 常 表皮 组 织 ;(b) 固 定 在 原 位 的 表皮 组 织 ;(c) 发 
生 异 常 的 癌变 组 织 ;(d) 已 经 发 生 转 移 的 恶性 肿瘤 组 织 。 


9.1.2 原 癌 基 因 ( 细 胞 转化 基因 ) 产 物 及 其 分 类 


除了 病毒 感染 会 诱发 细胞 癌变 外 , 尚 有 许多 非 病毒 因子 (如 放射 性 物质 化 
学 试剂 亚 硝酸 烷 化 剂 等 ) 也 能 诱导 细胞 转化 。 这 些 因 子 并 没有 把 致癌 基因 或 其 
他 致癌 的 遗传 信息 带 和 细胞 ,而 仅仅 通过 某 种 激活 机 制 改变 了 细胞 内 原 有 的 遗 
传 信息 ,使 细胞 发 生 恶 性 转化 。 对 大 量 致癌 因子 的 研究 证 明 ,它们 的 作用 都 是 使 
基因 发 生 突变 (图 9-7) ,充分 说 明 内 源 基 因 在 细胞 转化 中 的 地 位 。 实 验证 明 ,此 
时 ,引起 细胞 恶性 转化 的 因子 仍然 是 DNA ,化 学 诱 变 后 的 细胞 中 同样 存在 着 决 
定 细胞 命运 的 致癌 基因 。 从 人 膀胱 癌 T24 肿瘤 细胞 中 提取 DNA , 转 染 正常 小 鼠 
成 纤维 细胞 使 之 变 为 转化 细胞 。 从 发 生 转 化 的 成 纤维 细胞 集落 中 分 离 单 细胞 ， 
培养 . 扩 增 后 再 提取 DNA ,第 二 次 转 染 正 常 小 鼠 成 纤维 细胞 ,又 出 现 转 化 细胞 集 
落 。 如 果 细 胞 转化 特性 是 由 散布 在 不 同 DNA 片段 上 的 遗传 因子 决定 的 ,那么 ， 
在 这 个 基因 重复 导 人 过 程 中 细胞 的 转化 特性 就 可 能 消失 。 事 实 上 ,经 过 连续 多 
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次 基因 导 和 后， 细胞 仍 被 转化 ， 说 明 致 癌 因 子 不 是 分 布 在 不 同 的 DNA 片段 上 
的 ,而 是 存在 于 某 个 特定 的 区 域 。 
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与 细胞 色素 p450 相 
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黄 曲 翟 素 黄 曲 锤 素 --2， 


3 环 氧化 物 致癌 因子 与 DNA 中 的 乌 苷 酸 残 基 相 结合 


有 图 9-7 黄 曲 需 素 (aflatoxin) 导 致 细胞 发 生 癌 变 的 分 子 机 制 


根据 原 癌 基因 产物 在 细胞 中 的 位 置 ,可 将 其 分 为 3 类 :第 一 类 是 与 膜 结合 
的 蛋白 ,主要 有 erbB .neu fms ,mas 和 Src 基因 产物 ;第 二 类 是 可 溶性 蛋白 ,包括 
mos \sis 和 fps 基因 产物 ;第 三 类 是 核 蛋白 ,包括 myc .es Jan 和 myb 等 。 根 据 这 
些 和 蛋白 的 功能 ,它们 又 常 被 分 为 6 类 , 即 蛋白 激酶 类 .生长 因子 类 .生长 因子 受 
体 类 ,GTP 结合 蛋白 类 、 核 蛋白 类 和 功能 未 知 类 ( 表 9-2)。 原 癌 基 因 产 物 的 一 个 
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2 原 瘤 基因 及 其 产物 的 分 类 


生长 因子 类 

sis ( PDGFB) p28 

Fgf -5 p32 

生长 因子 受 体 类 

Neul( erb B2 ) pl85 
Kit p145 
Mas -1 

Ros -1 p259 
Trk pl40 
Fms p165 


Erb B p175 
酪 氨 酸 蛋白 激酶 ( 非 受 体 ) 类 


Src 家 族 
Src p60 
Fyn p59 
Syn 
Lyn p57 
Sea 
Lek p56 


与 血小板 衍生 生长 因子 B 链 有 相似 性 
与 成 纤维 细胞 生长 因子 相似 


与 表皮 生长 因子 受 体 相似 

与 肥大 细胞 生长 因子 受 体 相似 
血管 紧张 素 受 体 的 亚 弄 

具有 酷 氨 酸 和 蛋白 激酶 活性 

原 肌 球 蛋 白 受 体 , 有 激酶 活性 
与 CSF 受 体 有 相似 性 

与 表皮 生长 因子 受 体 有 相似 性 


具有 酷 氨 酸 蛋 白 激酶 活性 


胞 质 / 质 膜 
胞 质 / 质 膜 
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胞 质 / 质 膜 
胞 质 / 质 膜 


Rel 
丝 / 苏 氨 酸 蛋白 激酶 类 
Mos 
Raf 
Pim -1 
Raf -1 
Mht 
G 蛋白 类 - Ras 家 族 
H - ras 
K -~ ras 
N ~ ras 
核 蛋 白 类 
Ets 家 族 
ets—1 
ets~2 
elk -1 
Jun 家 族 
Jun 
jun B 
jun D 
Fos 家 族 
Fos 
fos b 
fra -1 
Myc 家 族 
Myc 
N -myc 
L—-myc 
Myb 
Ski 


”” 注 :功能 未 知 的 :bcl -1,bcl—2,vav,evi—1,spi—1,gsp,ove,crk,mpl,rap 1A,rab 4,arh -6 ,rabl ,rab2 
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具有 CTP 结合 作用 和 CTP 酶 活性 
具有 GTP 结合 作用 和 GTP 酶 活性 
具有 GTP 结合 作用 和 GTP 酶 活性 
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共同 特征 是 它们 都 能 诱发 一 系列 与 细胞 生长 分 化 有 关 的 基因 表达 ,从 而 改变 细 
胞 的 表 型 。 


9.1.3 原 癌 基因 的 表达 调控 


原 癌 基因 在 正常 细胞 中 通常 以 单 拷贝 形式 存在 ,只 有 低 水 平 的 表达 或 根本 
不 表达 。 在 很 多 情况 下 , 原 瘤 基因 的 结构 发 生 了 点 突变 或 插入 、 重 排 ,缺失 及 扩 
增 等 ,改变 其 转录 活性 (图 9-8)。 


编码 缺失 或 单 碱 基 突 变 基因 扩 增 染色 体重 排 | 


DNA be sh = 


， | | 


| 
RNA = Ss 了 


蛋白 质 活性 大 大 提高 


和 图 9-8 细胞 中 原 癌 基 因 转 变 为 癌 基 因 的 主要 途径 


1. 点 突变 

虽然 原 癌 基 因 活 化 导致 癌变 的 原因 多 种 多 样 ,但 点 突变 可 能 是 最 常见 的 机 
制 。 在 ras 基因 家 族 中 ,存在 着 许多 原 癌 基因 发 生 点 突变 的 实例 。Ha-ras 和 Ki- 
ras 基因 最 初 是 从 小 鼠 肉瘤 病毒 中 分 离 出 来 的 ,WN-ras 是 从 人 神经 母 细胞 瘤 细 胞 
系 中 分 离 得 到 的 ,C-ras 基因 存在 于 非 肿瘤 细胞 生物 机 体 中 ,可 能 是 细胞 发 挥 正 
常 的 生理 功能 所 必需 的 ,研究 发 现 ,ras 基因 编码 了 一 个 相对 分 子 质量 为 2.1x104 
癌 和 蛋白 (p21)， 从 人 类 膀胱 癌 细 胞 系 T24 DNA 中 克隆 的 Ha-ras 基因 能 够 诱发 
NIH/3T3 细胞 转化 ,而 从 正常 细胞 DNA 中 克隆 的 该 原 癌 基因 没有 这 种 功能 。 因 
为 T24 膀胱 癌 细 胞 中 Ha-ras 基因 的 表达 水 平 较 正常 细胞 并 无 明显 提高 ， 科 学 
家 推测 点 突变 使 癌 基 因 产物 p21 蛋白 的 结构 和 功能 发 生 了 某 些 变化 (图 9_9)。 
如 人 类 肺癌 细胞 系 Hs242 的 转化 基因 与 Ha-ras 高 度 相似 ， 在 这 个 基因 中 导致 
转化 活性 的 遗传 损伤 是 第 二 个 外 显 子 中 引起 p21 蛋白 第 61 位 谷 氨 酰 胺 被 亮 毛 
酸 所 替代 的 一 个 点 突变 。 所 以 ,p21 分 子 某 些 部 位 发 生 单个 氨基 酸 替 代 足 以 引起 
蛋白 质 构 象 的 改变 ,并 使 细胞 获得 转化 活性 。 

在 肺癌 和 结肠 瘤 细 胞 系 中 也 发 现 了 Ki-ras 型 转化 基因 ,肺癌 细胞 系 含有 第 
12 位 密码 子 由 TGT 取代 GGC， 从 而 以 半 胱 氨 酸 取代 甘氨酸 的 Ki-ras2 转化 基 
因 ; 而 SW480 结肠 癌 细 胞 系 也 含有 Ki-ras 转化 基因 ,其 第 12 位 密码 子 为 GTT， 
编码 了 统 氨 酸 。 这 两 个 细胞 系 都 经 历 了 点 突变 激活 过 程 ,突变 部 位 与 人 类 膀胱 
癌 细 胞 系 T24 Ha-ras 的 对 应 部 位 相同 。 现 在 已 经 证 明 由 NIH/3T3 细胞 转 染 检 
出 的 ras 原 癌 基 因 中 ,第 12 位 密码 子 是 个 突变 “热点 ” 


9.1 肿瘤 与 癌症 > 
一 外 显 了 第 二 外 显 子 


峡部 估 交 


一 一 一 
11 12 13 60 61] 62 


原 C-H-ras …GCC …GCC GGT… … GGC CAG GAG. 
丙 氨 酸 丙 氨 酸 甘氨酸 甘氨酸 谷 氨 酰胺 谷 氨 酸 一 


膀 胶 癌 “GCC GTC GGT ~ GGC CAG GAG 
C_H-ras ” 丙 氨 酸 统 气 酸 ”甘氨酸 甘氨酸 谷 氨 酰胺 谷 氨 酸 + 


肺癌 C-H-ras …GCC GTC GGT ~ GGC CTG GAG- 


丙 氨 酸 统 氨 酸 甘氨酸 甘氨酸 亮 氮 酸 谷 氨 酸 
MSV-H-ras …GCC AGA GGT …GGC CTG  GAG… 


丙 氨 酸 精 氨 酸 ”甘氨酸 甘氨酸 亮 氮 酸 谷 氮 酸 

乳腺 癌 GCC GAA GGT … GGC ? GAG… 
NMU-H-ras 丙 氨 酸 谷 氨 酸 甘氨酸 甘氨酸 ? 谷 氨 酸 
原 C-K-ras …GCT GGT GGC … GGT CAA GAA 

再 氨 酸 甘氨酸 ”甘氨酸 甘氨酸 谷 氨 酰 胺 谷 氨 酸 一 


肺癌 C-K~ras …GCT TGT  GGC… … GGT CAA  GAA… 
丙 氨 酸 下 肪 所 甘氨酸 甘氨酸 谷 氨 酰 腕 谷 氨 酸 + 


大 肠 癌 GCT GTT GGC … GGT CAA  GAA… 
C—K-—ras 丙 氨 酸 纺 氨 酸 甘氨酸 甘氨酸 谷 氨 酰 肤 和 谷 氨 酸 + 


MSV-K-ras “GCT AGT  GGC… …GGT CAA GAA 
丙 氨 酸 丝氨酸 甘氨酸 甘氨酸 谷 氨 酰胺 谷 氨 酸 + 


和 图 9-9 ras 基因 的 点 突变 及 转化 活性 分 析 


2. LTR 插入 

LTR 是 反 转 录 病 毒 基因 组 两 端的 长 末端 重复 序列 (long terminal repeat) ,其 
结构 中 含有 强 的 启动 子 序列 ， 当 LTR 插入 原 瘤 基因 启动 子 区 域 或 邻近 部 位 后 ， 
可 从 根本 上 改变 基因 的 正常 调控 规律 .最 早 发 现 LTR 插入 激活 现象 是 在 慢性 反 
转录 病毒 感染 的 细胞 中 。LTR 插入 到 c-myc 5' 上 游 启 动 子 附近 ,使 c-myc 的 转 
录 水 平 大 大 增加 。 其 他 原 癌 基 因 中 也 发 现 了 类 似 现象 ,LTR 插入 后 ,与 血小板 衍 
生生 长 因子 B 链 (PDGF-B) 相 似 的 c-sis 基因 的 转录 和 翻译 水 平均 有 明显 增加 。 
表 9-3 是 受 LTR 插入 激活 的 部 分 原 瘤 基因 。 

3. 基因 重 排 

在 大 多 数 类 型 的 人 肿瘤 中 存在 染色 体 数 日 和 结构 异常 现象 ,说 明 存 在 原 癌 
基因 重 排 的 可 能 。 现 已 查 明基 因 重 排 包 括 原 癌 基因 之 间 ,及 原 瘤 基因 与 非 原 瘤 
基因 之 间 的 重 排 。 重 排 后 基因 内 部 结构 可 不 受 影 响 ,也 可 能 发 生 改 变 。 在 Burkitt 
淋巴 瘤 中 ,1 基因 与 c-myc 之 间 发 生 重 排 ,正常 情况 下 ,c-myc 定位 于 8q#, 免 疫 
球 蛋 白 重 链 基因 (IgH) 定 位 于 14q2, 轻 链 入 基因 (IgX) 定 位 于 22q2, 轻 链 k 基因 
(Igk) 定 位 于 2p"'。 重 排 时 ,c-myc 从 其 上 游 区 到 第 2 外 显 子 的 区 域内 断裂 , 易 位 
至 IgH Igk 或 IgA 的 位 点 ， 使 Ig 基因 与 c-myc 相连 在 一 起 ,lg 基因 5’ 端的 启动 
子 发 挥 作用 ,使 原来 不 表达 的 c-myc 大 量 表达 。 由 于 人 体 的 特殊 需求 ,通常 le 
基因 的 表达 能 力 非常 强 。c-mye 一 旦 与 Jg 基因 启动 子 和 增强 子 重组 后 ,可 使 原 
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表 9-3 LTR 插入 激活 的 原 瘤 基因 


LTR 来 源 活 发 的 肿瘤 

禽类 白血病 病毒 禽类 黏液 性 赛 性 淋巴 瘤 
Myc 鼠 白 血 病 病毒 鼠 T- 细 胞 淋巴 瘤 

猫 白 血 病 病毒 猫 下 -细胞 淋巴 瘤 
Erb B 禽类 白血病 病毒 禽类 红 白 血 病 
H-ras 禽类 白血病 病毒 禽 肾 细胞 痛 
K-ras 小 鼠 白 血 病 病 毒 小 鼠 骨 性 细胞 白血病 
Myb 禽类 白血病 病毒 禽类 黏液 性 讲 性 淋巴 瘤 
Fms 小 鼠 白 血 病 病 毒 小 鼠 般 性 细胞 白血病 
Int -1 小 鼠 乳 头 瘤 病 毒 小 鼠 乳 腺 瘤 
Pim -1 小 鼠 白血病 病毒 小 鼠 T- 细胞 淋巴 瘤 
Lek 小 鼠 白 血 病 病毒 小 鼠 T- 细胞 淋巴 瘙 
eui 一 1 ”小 鼠 白 血 病 病毒 小 鼠 复 性 细胞 白血病 


来 的 调控 机 制 失 去 作用 ,而 导致 极 高 水 平 的 表达 。 在 正常 人 体 细 胞 中 , 非 受 体型 
酷 氨 酸 和 蛋白 激酶 基因 abl 位 于 第 9 号 染色 体 上 ,表达 量 极 低 ,不 会 诱发 癌变 。 在 
慢性 骨 艇 瘤 患 者 细胞 中 ,该 基因 却 被 转移 到 第 22 号 染色 体 上 ,与 ber 基因 融合 ， 
表达 量 大 为 提高 ,导致 细胞 分 裂 失控 ,发 生 癌 变 ( 图 9-10)。 

4. 缺失 

很 多 原 癌 基 因 5' 上 游 区 存在 负 调 控 序列 ， 一 旦 该 序列 发 生 缺 失 或 突变 ,就 


bcr 基 因 位 于 第 22 号 染色 体 ab1 基 因 位 于 第 9 号 染色 体 
” Ep > ER 
全 鲍 
重组 位 点 和 pa 重组 位 点 
费城 染色 体 


| 


”cab/ 取 合共 办 
| 


转录 
1 


Ac 融合 基因 mRNA 


翻译 
[Ab) 玻 合 到 白 


有 图 9-10 ab/ 原 癌 基 因 通 过 选择 性 染色 体重 排 转 变 成 细胞 瘤 基因 


9.1 肿瘤 与 癌症 ”基因 
第 一 外 显 子 第 二 外 显 子 


上 陈 妆 六 可 


11 12 13 60 61 62 
原 C-H-ras …GCC …GCC  GGT… … GGC CAG GAG 
丙 氨 酸 丙 氨 酸 甘氨酸 甘氨酸 谷 氮 酰胺 谷 氨 酸 一 


膀胱 癌 “GCC GTC GGT ~ GGC CAG GAG 
C-H-ras 丙 氨 酸 乡 氨 酸 甘氨酸 甘氨酸 谷 氨 酰 胺 谷 氨 酸 + 


肺癌 C-H-ras …GCC GTC GGT … GGC CTG GAG 
两 氨 酸 统 氨 酸 甘氨酸 甘氨酸 亮 氮 酸 谷 氨 酸 


MSV-H-ras …GCC AGA  GGT… … GGC CTG  GAG… ， 
丙 氨 酸 精 氨 酸 甘氨酸 甘氨酸 亮 氨 酸 谷 氨 酸 
乳腺 癌 “GCC GAA GGT .. GGC ? GAG… 


NMU-H-~ras ” 丙 氨 酸 谷 氨 酸 ”甘氨酸 甘氨酸 ? 谷 氨 酸 
原 C-K-ras …GCT GGT GGC ~…: GGT CAA GAA… 
丙 氨 酸 甘氨酸 甘氨酸 甘氨酸 谷 氨 栈 腕 谷 氮 酸 - 


肺癌 C-K-ras :GCT TGT GGC … GGT CAA GAA-: 
丙 氨 酸 笠 芒 所 甘氨酸 甘氨酸 谷 氨 酰 腕 谷 氨 酸 + 


大 肠 癌 GCT GIT GGC .. GGT CAA GAA 
C-K~ras 再 氨 酸 绑 氨 酸 甘氨酸 甘氨酸 谷 氨 栈 胺 谷 氨 酸 + 


MSV-K-ras  …GCT AGT GGC … GGT CAA GAA 
丙 氨 酸 丝氨酸 甘氨酸 甘氨酸 谷 氨 酰胺 谷 氨 酸 + 


和 图 9-9 ras 基因 的 点 突变 及 转化 活性 分 析 


2. LTR 插入 

LTR 是 反 转 录 病 毒 基 因 组 两 端的 长 末端 重复 序列 (long terminal repeat) ,其 
结构 中 含有 强 的 启动 子 序 列 ， 当 LTR 插入 原 癌 基 因 启 动 子 区 域 或 邻近 部 位 后 ， 
可 从 根本 上 改变 基因 的 正常 调控 规律 。 最 早 发 现 LTR 插 人 激活 现象 是 在 慢性 反 
转录 病毒 感染 的 细胞 中 。LTR 插入 到 c-myc $' 上 游 启 动 子 附 近 ,使 c-myc 的 转 
录 水 平 大 大 增加 。 其 他 原 癌 基 因 中 也 发 现 了 类 似 现 象 。LTR 插入 后 ,与 血小板 衍 
生生 长 因子 B 链 (PDGF-B) 相 似 的 c-sis 基因 的 转录 和 翻译 水 平均 有 明显 增加 。 
表 9-3 是 受 LTR 插入 激活 的 部 分 原 癌 基因 。 

3. 基因 重 排 

在 大 多 数 类 型 的 人 肿瘤 中 存在 染色 体 数目 和 结构 异常 现象 ,说明 存在 原 癌 
基因 重 排 的 可 能 。 现 已 查 明 基因 重 排 包括 原 癌 基 因 之 间 , 及 原 癌 基 因 与 非 原 癌 
基因 之 间 的 重 排 。 重 排 后 基因 内 部 结构 可 不 受 影响 ,也 可 能 发 生 改 变 , 在 Burkitt 
淋巴 瘤 中 ,lg 基因 与 c-myc 之 间 发 生 重 排 。 正 常情 况 下 ,c-myc 定位 于 8q”*, 免 疫 
球 和 蛋白 重 链 基因 (IgH) 定 位 于 14q*, 轻 链 入 基因 (IgA) 定 位 于 22q2, 轻 链 k 基因 
(Igk) 定 位 于 2p"。 重 排 时 ,c-myc 从 其 上 游 区 到 第 2 外 显 子 的 区 域内 断裂 , 易 位 
至 JIgH Igk 或 IgA 的 位 点 ， 使 lg 基因 与 c-myc 相连 在 一 起 ,Jg 基因 5’ 端的 启动 
子 发 挥 作用 ,使 原来 不 表达 的 c-myc 大 量 表达 。 由 于 人 体 的 特殊 需求 ,通常 lg 
基因 的 表达 能 力 非常 强 。c-mye 一 旦 与 IJg 基因 启动 子 和 增强 子 重组 后 ,可 使 原 
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递 生 长 刺激 信和 号 的 部 位 有 3 处 :中 癌 基 因 产 物 本 身 模拟 了 生长 因子 ,因而 与 相 
应 的 受 体 作 用 ,以 自分 沁 的 方式 刺激 细胞 生长 ;@ 瘤 基因 产物 模拟 了 已 结合 配 
体 的 生长 因子 受 体 ,从 而 在 无 外 源 生 长 因子 时 提供 促进 细胞 分 裂 的 信号 ;@@ 癌 
基因 产物 作用 于 细胞 内 生长 控制 途径 ,解除 此 途径 对 外 源 刺 激 信号 的 需求 。 人 
血小板 衍生 生长 因子 (PDGF ) 与 猴 肉 瘤 病毒 (SSV ) 的 V-ras 癌 基 因 产 物 , 上 皮 生 
长 因子 (EGF) 与 Sre 及 V-erb 癌 基 因 产 物 之 间 都 存在 着 极 高 的 相似 性 ,表明 生 
长 因子 与 癌 基 因 转 化 有 关 。 

3. 抑 癌 基因 产物 对 原 癌 基因 的 调控 

因为 抑 癌 基因 产物 能 够 抑制 细胞 的 恶性 增殖 ,所 以 它 也 被 认为 是 一 种 隐 性 
痛 基 因 。 当 细胞 内 由 于 某 种 原因 造成 这 些 基因 的 表达 受 抑制 时 , 原 瘤 基因 就 活 
跃 表 达 ,引起 细胞 瘤 变 。 抑 瘤 基 因 与 原 癌 基 因 在 生物 学 上 有 以 下 几 点 差异 :在 
功能 上 , 抑 癌 基因 在 细胞 生长 中 起 负 调 控 作 用 ,抑制 增殖 ,促进 分 化 成熟 和 豪 
老 , 引 导 多 余 的 细胞 进入 程序 化 死亡 途径 ,而 原 瘤 基因 的 作用 则 正好 相反 ;@) 在 
遗传 方式 上 , 原 瘤 基因 是 显 性 的 ,激活 后 即 参与 促进 细胞 增殖 和 癌变 过 程 ,而 
抑 瘤 基 因 在 细胞 水 平 上 是 隐 性 的 ,因为 抑 癌 基 因 的 两 个 等 位 基因 中 失去 任何 
一 个 都 不 影响 其 抑 癌 功能 ， 只 有 两 个 等 位 基因 全 部 失 活 才能 失去 抑 癌 功能 ，; 
多 在 突变 发 生 的 细胞 类 型 上 ,不仅 体 细胞 中 可 能 发 生 抑 癌 基因 突变 ,生殖 细 
胞 中 也 可 能 发 生 抑 癌 基因 突变 并 通过 生殖 细胞 得 到 遗传 。 原 癌 基 因 突 变 只 发 
生 在 体 细胞 中 。 

p53 是 通过 杂 合 缺失 鉴定 的 一 个 抑 况 基因 ,在 星 形 细胞 癌 、 乳 腺 癌 、 肺 癌 、 肠 
癌 及 骨肉 瘤 中 都 有 高 频率 缺失 现象 。 从 癌 细 胞 中 得 到 的 p53 基因 ,其 保守 序列 
区 有 单一 位 点 的 突变 ,推测 可 能 由 于 这 一 突变 导致 p53 基因 产物 结构 与 功能 的 
改变 ,失去 抑 癌 活 性 。 另 外 ,在 人 类 某 些 肿瘤 细胞 中 也 可 观察 到 p53 等 位 基因 的 
缺失 ,这 种 缺失 同样 与 肿瘤 的 发 生 相关 。p53 这 种 抑 癌 作用 可 能 是 通过 其 蛋白 与 
DNA 的 结合 而 实现 的 。 这 种 结合 既 影响 DNA 的 复制 ,又 影响 基因 的 转录 ,Rb 基 
因 是 从 视网膜 纤维 瘤 中 克隆 到 的 另 一 个 抑 癌 基 因 ， 其 功能 是 阻止 处 于 GwG, 期 
的 细胞 进入 5 期 ,从 而 控制 细胞 增殖 ,正常 Rb 基因 的 表达 几乎 可 抑制 所 有 培养 
细胞 的 分 裂 。 

总 之 ,细胞 的 癌变 绝 非 是 单一 因素 引起 的 , 它 可 能 是 显 性 的 癌 基 因 与 隐 性 
的 抑 癌 基因 经 过 多 阶段 的 协同 作用 形成 的 。 一 般 说 来 ,在 一 种 肿瘤 发 生 过 程 中 
起 主要 作用 的 几乎 不 可 能 是 两 种 以 上 的 癌 基 因 ,但 很 可 能 涉及 两 个 以 上 抑 癌 基 
因 的 突变 。 

4. 外 源 信号 对 原 癌 基 因 表 达 的 影响 

细胞 外 信号 (包括 生长 因子 ,激素 .神经 递 质 药物 等 ) 作 用 于 靶 细 胞 后 , 通 
过 细胞 膜 受 体系 统 或 其 他 直接 途径 被 传递 至 细胞 内 ,再 通过 多 种 蛋白 激酶 的 活 
化 ,对 转录 因子 进行 修饰 ,然后 引发 一 系列 基因 的 转录 激活 (图 9-11)。 这 一 过 
程 进行 得 很 快 ,通常 在 儿 分 钟 至 几 十 分 钟 内 即 可 完成 。 据 测定 ,在 这 么 短 时 间 
内 ,大约 有 70~80 种 基因 的 转录 被 激活 ,其 中 包括 众多 的 原 癌 基因 。 研 究 表明 ， 
c-fos 基因 的 转录 激活 可 能 是 最 快 . 最 显著 的 ,信号 刺激 后 几 分 钟 内 即 可 检测 


9.2 人 类 免疫 缺陷 病毒 一 一 HIV > 


到 c-fos 基因 产物 。 随 后 ， 另 一 些 编码 核 蛋 白 的 原 瘤 基因 如 c-myc .c-myb 、c- 
erbB \c-ets 等 的 转录 也 相继 被 激活 。 这 些 对 细胞 外 信号 反应 迅速 的 基因 被 称 为 
快速 反应 基因 。 人 快速 反应 基因 的 转录 有 两 个 特点 :中 不 受 蛋白 质 合 成 抑制 剂 的 
阻 断 。 在 许多 情况 下 ,还 会 因为 蛋白 质 合成 抑制 剂 而 抑制 不 稳定 蛋白 质 的 合成 
并 使 转录 产物 的 半 训 期 显著 延长 。 加 快速 反应 基因 的 转录 激活 维持 时 间 很 短 ， 
通常 在 半 小 时 内 完成 ,然后 逐渐 恢复 原状 。 从 这 一 点 看 ,这 类 基因 产物 的 主要 功 
能 是 作为 转录 因子 及 调节 因子 去 调节 别 的 基因 表达 ,以 介 导 细胞 外 信和 号 在 细胞 
水 平 上 的 应 答 。 


PDGF 受 体 Ras 和 蛋白 PDGF 
EGF 受 体 (erbB) (H-ras) EGF 
MCSF 受 体 (N-ras) Src 重 白 激 酶 M-CSF 


(K-ras) Ce 生长 因子 
生长 因子 受 体 类 , 具 GTP 结合 蛋白 与 膜 或 细胞 骨架 


有 了 酷 氨 酸 特异 性 蛋 相 偶 联 的 酷 氨 酸 
白 激酶 活性 特异 蛋白 激 栈 [myc] 


甲状 腺 激素 [yos ] 
Ves] 受 体 (erb4) Dun] 


=D 


固 醇 类 激素 受 体 ” 核 蛋白 


细胞 质 酷 氨 酸 蛋 白 激酶 细胞 质 丝 / 苏 氨 
酸 蛋 白 激酶 


上 有 图 9-11 许多 原 癌 基 因 参 与 细胞 信和 号 转 导 过 程 
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人 类 免疫 缺陷 病毒 (HIV ) ,俗称 艾滋 病 (AIDS) 病 毒 ,诱发 人 类 获得 性 免疫 
缺陷 综合 征 。 该 病毒 在 分 类 上 属 反 转录 病毒 科 (Retroviridae ) 慢 病毒 属 中 的 灵 长 
类 免疫 缺陷 病毒 亚 属 ， 过 去 还 有 人 将 其 命名 为 LAV .ARV IDAV 和 HTLV3 , 现 
统一 命名 为 HIV。1983 年 ,法国 巴 斯 德 研究 所 的 Montaginer 和 美国 国家 卫生 研 
究 院 癌症 研究 所 Gallo 等 人 首次 证 实 HIV 是 艾滋 病 的 病因 。 该 病 已 在 二 十 多 年 
间 席 卷 全球 ,几乎 没有 一 个 国家 或 地 区 可 以 幸免 。 已 发 现 人 类 免疫 缺陷 病毒 主 
要 有 两 种 , 即 HIV-I 和 HIV-I。HIV- 工 是 从 欧洲 和 美洲 分 离 的 毒 株 ,与 猴 艾 
滋 病 病毒 只 有 约 43% 的 相似 性 , 它 的 致 病 力 很 强 ,是 引起 全 球 艾滋 病 流行 的 主 
要 病原 。HIV- 工 与 猴 艾 滋 病 病毒 的 相似 性 高 达 75% ,其 毒 力 较 弱 ,引起 艾滋 病 
的 病程 较 长 ,症状 较 轻 , 且 主要 局 限于 西部 非洲 ( 表 9-4)。 有 关 HIV 的 研究 主要 
是 针对 HIV- I 进行 的 。 
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表 9-4 反 转 录 病 毒 科 主 要 成 员 


哺乳 动物 C 型 反 转 录 病 毒 属 
D 型 反 转 录 病 毒 属 

离 C 型 反 转 录 病 毒 属 

泡沫 病毒 属 

人 哮 T- 淋 巴 细胞 病毒 
白血病 病毒 属 

慢 病毒 属 


上 驳 型 成 
小 鼠 乳 腺 瘤 病 毒 
鼠 白 血 病 病毒 
Mason-Pfizer 猴 病 毒 

禽 白 血 病 病毒 

人 泡沫 病毒 

人 哮 T 了 -淋巴 细胞 病毒 [ 型 
人 类 免疫 缺陷 病毒 


9.2.1 HIV 病毒 颗粒 的 形态 结构 及 传播 


艾滋 病 病 毒 粒 子 是 一 种 直径 约 为 100 nm 的 球状 病毒 ,粒子 外 包 被 着 由 两 层 
脂 质 组 成 的 脂 膜 ,这 种 结合 有 许多 糖 蛋 白 分 子 ( 主 要 是 gp41 和 gp120) 的 脂 质 源 
于 宿主 细胞 的 外 膜 。 蛋白质 p24 和 p18 组 成 其 核心 ,内 有 基因 组 RNA 链 , 链 上 附 


着 有 反 转 录 酶 ,其 功能 是 催化 病毒 
RNA 的 反 转 录 ( 图 9-12)。 

HIV 依靠 血液 .血液 制品 以 及 
人 体 分 泌 液 ,如 乳汁 和 精液 等 进行 
传播 ， 它 主要 感染 T4- 淋 巴 细 胞 ， 
也 可 以 感染 其 他 类 型 如 B- 淋 巴 细 
胞 和 单 形 核 细胞 等 HIV 感染 后 可 
引起 明显 病变 ， 形 成 多 核 巨 细胞 ， 
并 导致 细胞 死亡 .HIV 病毒 可 以 通 
过 所 感染 细胞 扩散 到 全 身 , 已 在 淋 
巴 细胞 . 脑 .胸腺 . 脾 等 组 织 发 现 了 
该 病毒 。 不 同 毒 株 在 试管 内 感染 
细胞 的 能 力 差 异 很 大 ,说 明 自 然 界 
广泛 存在 着 突变 株 。 记 今 为 止 , 尚 
缺乏 感染 艾滋 病 的 动物 模型 .猩猩 


上 图 9-12 HIV= 小 病毒 粒子 结构 模型 图 ”gp120 
和 gp41 是 外 膜 蛋白 ,MA 是 内 膜 蛋 白 ,CA 是 外 这 
蛋白 ,NC 是 核 衣 壳 蛋 白 ,RT 是 转录 酶 。 


感染 HIV 后 ,会 产生 抗体 和 暂时 性 了 细胞 比例 失调 ,但 并 不 发 展 成 艾滋 病 的 临床 


9.2.2 HIV 基因 组 及 其 编码 的 蛋白 


1. HIV 基因 组 结 


HIV 基因 组 由 两 条 单 链 正 链 RNA 组 成 ， 每 个 RNA 基因 组 约 为 9.7 kb。 在 
RNA5' 端 有 一 帽子 结构 (m'G5'GmpNp),3' 端 有 poly A 尾巴 。HIV 的 主要 基因 结 
愧 和 组 织 形式 与 其 他 反 转 录 病 毒 相同 , 均 由 5' 端 LTR .结构 蛋白 编码 区 (gag)、 
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和 蛋白酶 编码 区 (pro)、 具 有 和 多 种 酶 活性 的 蛋白 编码 区 (pol) 、 外 膜 蛋 白 (env) 和 3' 端 
LTR 组 成 。HIV 较 其 他 反 转 录 病 毒 复杂 ,因为 它 有 较 多 的 调控 基因 。 为 了 最 大 限 
度 地 利用 有 限 的 基因 ,HIV- 了 基因 编码 区 有 很 多 重 全 ,尤其 在 基因 组 的 3' 端 。 
HIV 基因 组 中 的 部 分 基因 如 tat 和 rev 是 不 连续 的 ,被 插入 的 内 含 子 分 隔 成 两 个 
外 显 子 (图 9-13)。HIV- 了 至 少 有 4 个 功能 性 的 剪接 供 体 位 点 和 6 个 受 体 位 点 。 
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有 图 9-13 HIV- | 基因 组 结构 及 所 编码 的 主要 蛋白 质 gag 基因 编码 了 由 p55 前 体 蛋 白 
切割 形成 的 MA(p17) .CA(p24) 和 NC(p15) 等 四 个 结构 蛋白 (因为 pl15 进一步 被 切割 为 
p7 和 p6);PR(p10) 是 蛋白 酶 ,IN(P32) 是 整合 酶 ,p66 和 p51 是 反 转 录 酶 ;gp120 和 gp41 是 
主要 外 壳 蛋 白 。 


2. HIV 编码 的 蛋白 质 及 其 主要 功能 

HIV 具有 独特 的 粒子 结构 ,其 结构 蛋白 主要 包括 4 个 基因 , gag 基因 编码 病 
毒 的 核心 蛋白 ,翻译 时 先 形成 一 个 $5.Sx104 的 前 体 蛋 白 (p$5) ,然后 在 HIV 蛋白 
酶 的 作用 下 被 切割 成 p17、p24 .pl15 三 个 蛋白 。p24 和 p17 分 别 组 成 HIV 颗粒 的 
外 过 (CA) 和 内 膜 和 蛋白 (MA),p15 进一步 被 切割 成 与 病毒 RNA 结合 的 核 衣 壳 蛋 
日 (NC)p7 和 p6。Ppol 基因 编码 病毒 复制 所 需 的 酶 类 包括 反 转 录 酶 p66 .整合 酶 
p32。 从 pol 和 gag 基因 重合 区 内 起 始 的 一 段 序列 为 PR 基因 ， 它 编码 蛋白 酶 
p10, 在 切割 上 述 HIV 蛋白 前 体 产 生成 熟 蛋白 的 过 程 中 起 主要 作用 。enz 基因 编 
码 了 8.8x10* 的 蛋白 质 , 经 糖 基 化 后 其 相对 分 子 质 量 增 至 1.6x105, 是 HIV 包 膜 
糖 蛋白 gp160 的 前 体 。 该 前 体 蛋 白 在 蛋白 酶 作用 下 被 切割 成 gp120 和 gp41， 
gp120 暴露 于 病毒 包 膜 外 , 称 为 外 膜 蛋白 ,感染 细胞 时 可 与 细胞 的 CD4 受 体 蛋 
白 相 结合 ;外 膜 糖 蛋白 gp120 与 CD4 结合 后 ,与 G 蛋白 偶 联 受 体 (GPCR ) 家 族 
中 的 一 个 跨 膜 蛋白 发 生 相 互 作 用 。gp41 被 称 为 跨 膜 蛋白 (TM) ,嵌入 病毒 包 膜 脂 
质 中 。 当 gp120 与 CD4 受 体 结合 后 ,其 构象 改变 导致 与 gp41 分 离 ,独立 的 gp41 
可 插入 细胞 膜 ,造成 膜 融合 使 病毒 核心 进入 细胞 内 。 最 新 的 研究 表明 ,这 些 辅助 
受 体 对 HIV 的 侵 当 和 致 病 是 非常 重要 的 ， 几 9-14 表示 HIV- I 与 CD4 及 辅助 
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受 体 CCR4 .CCR5 在 感染 小 神经 胶 质 细胞 和 巨 叭 细胞 时 发 生 相 互 作 用 的 情况 。 
表 9-5 是 已 经 发 现 的 辅助 受 体 ， 表 9-6 则 系统 介绍 了 HIV 编码 的 主要 和 蛋白 及 
其 功能 。 
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有 图 9-14 HIV- | 感染 小 神经 胶 质 细胞 和 巨 巍 细胞 过 程 中 信和 号 转 导 及 与 
其 受 体 CD4 和 辅助 受 体 相互 作用 示意 图 


3. HIV 膜 蛋 白 主要 功能 区 

HIV- 工 中 的 gp160 由 845~870 个 氨基 酸 残 基 组 成 ,在 第 511 位 被 蛋白 酶 切 
割 后 产生 gp120 和 gp41, 其 氨基 端 与 其 他 分 子 以 非 共 价 键 形式 结合 。gp120 有 
24 个 糖 基 化 位 点 , 糖 基 化 是 gp120 与 CD4 受 体 结合 所 必需 的 。 已 通过 重组 和 突 
变 实验 定位 了 gp120 蛋白 的 多 个 功能 区 , 简 述 如 下 。 

(1) 主要 抗原 决定 徐 ”包括 V3 区 (第 301~324 位 的 环 状 肽 段 ) 的 主 抗原 决 
定 簇 及 若干 个 较 弱 的 决定 簇 ,其 中 有 两 个 分 别 位 于 gp41 的 616~632 位 和 724~ 
751 位 。 

(2) T 细 胞 决定 簇 ” 两 个 辅助 性 T 细 胞 决定 簇 T2 和 Tl 分 别 在 105~117 


CCRI HIV - 了 活化 的 体 细胞 , 单 核 细胞 , 树 突 细 胞 


CCR2b HIV- I ,HCY - [1 SIV 单 核 细 胞 ,T 细胞 

CCR3 HIV- I ,HIV—- I 嗜 酸 粒 细胞 , 树 突 细胞 ,Th2 

CCR4 HIV- I Th2 , 脑 

CCRS HIV- I ,HIV- I ,SIV 活化 的 了 细胞 , 单 核 细 胞 , 树 突 细胞 
CCR8 HIV- 工 ,HIV-I，SIV Th2 , 腺 细胞 , 脑 

CCR9 HIV- I 淋巴 细胞 , 脑 , 胎 盘 

C x CR2 HIV -I 中 性 粒 细 胞 , 脑 

CxCR4 HIV- I ,HIV - I ,SIV 淋巴 细胞 , 单 核 细胞 , 脑 

C x CR5 HIV - I B 细胞 

ROCI1 HIV— I ,HIV— 1 ,SIV 淋巴 细胞 , 脑 


表 9-6 HIV 编码 的 主要 蛋白 及 其 功能 


基因 产物 功 能 
Gag 核心 蛋白 
Pol 多 种 酶 功能 
Env 包 膜 蛋白 
Tat( Tat -3 ,Ta) RNA 沉默 抑制 因子 ,转录 激活 子 
Rev( Art Trs) 调控 RNA 前 切 和 运输 ,与 RRE 结合 增加 env 的 翻译 
Vif( Sor .A 、P 、Q) 侵 染 因子 ,病毒 在 巨星 细胞 扩散 中 所 必需 
Vpr( R) 增加 病毒 复制 
Vpu 辅助 病毒 组 装 和 释放 ,以 及 gp160/CD4 复合 体 的 解 聚 
Nef(3'ORF、 BF) 形成 同 源 二 聚 体 ,引起 多 效应 性 的 影响 ,如 负 调 控 CD4 


位 的 Cl 区 和 421~436 位 的 C4 区 ， 一 个 主要 细胞 毒 了 细胞 决定 复位 于 第 308~ 
322 位 ,与 V3 区 有 部 分 重合 。 男 有 3 个 较 弱 的 细胞 毒 T 细胞 决定 簇 在 gp41 上 。 

(3) CD4 受 体 结合 区 该 区 位 于 423~427 位 (C4 区 )。 在 上 述 功 能 区 以 外 
的 某 些 氨基 酸 突变 也 能 影响 gp120 的 功能 ,说 明 上 述 各 功能 区 发 挥 作用 还 依赖 
于 整个 分 子 特定 的 空间 构象 。 


9.2.3 HIV 的 复制 


HIV 主要 侵 染 人 体 的 TT 淋巴 细胞 及 巨星 细胞 ， 并 通过 病毒 膜 蛋 白 gp120 与 
细胞 表面 的 CD4 受 体 蛋白 结合 .CD4 分 子 含 有 两 个 免疫 球 蛋 白 结 构 域 , 它 在 人 体 
内 所 结合 的 正常 配 体 是 卫 型 MHC 抗原 。HIV 与 受 体 结合 后 ,病毒 核心 蛋白 和 两 
条 RNA 链 进 入 细胞 (图 9-15)。 反 转录 酶 以 病毒 RNA 为 模板 合成 单 链 DNA ,并 
由 宿主 细胞 DNA 聚合 酶 合成 双 链 DNA( 原 病毒 ) ,经 环 化 后 进入 细胞 核 并 整合 到 
染色 体 上 ,病毒 核酸 随 细 胞 的 分 裂 而 传 至 子 代 细胞 ,可 长 期 潜伏 。 主 要 过 程 如 下 ; 
db 原 病毒 整合 到 宿主 染色 体 上 ,无 症状 ;@) 原 病毒 利用 宿主 细胞 的 转录 和 合成 系 
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统 转录 产生 病毒 mRNA ,其 中 一 部 分 编码 病毒 蛋白 ,与 基因 组 RNA 组 装 成 新 的 
病毒 颗粒 ,从 宿主 细胞 中 释放 出 来 侵 染 其 他 健康 细胞 ;G@) 宿 主 细胞 瓦解 死亡 。 


有 图 9-15 HIV- | 在 人 体 细 胞 内 的 复制 和 侵 染 过 程 示意 图 


对 HIV- 工 编码 的 RNA 酶 H 和 反 转 录 酶 的 X 线 衍 射 晶体 结构 分 析 发 现 , 合 
成 前 病毒 第 一 条 DNA 链 的 过 程 中 没有 宿主 细胞 DNA 酶 的 参与 ,完全 由 HIV- ] 
反 转 录 酶 完成 。 该 酶 由 两 个 N 端 完 全 一 致 的 亚 单位 (p66 和 p51) 组 成 ,具有 DNA 
聚合 酶 活性 ,其 N 端 功能 区 以 病毒 RNA 为 模板 催化 合成 互补 DNA 链 。 此 外 ,p66 
的 C 端 功能 区 还 能 在 p51 亚 基 的 协同 作用 下 降解 病毒 模板 RNA 链 。 

HIV 的 转录 从 基因 组 5' 端 LTR 起 始 , 先 形成 一 条 长 链 RNA 并 迅速 切割 成 
短 mRNA 分 子 ,用 于 指导 合成 HIV 调控 蛋白 ,但 不 翻译 结构 蛋白 。 当 调控 蛋白 
Rev 达到 其 阔 值 后 ,转录 由 早期 向 晚期 转变 。 此 时 ,主要 是 转录 长 链 mRNA 并 指 
导 全 成 结构 蛋白 ,组装 成 完整 的 病毒 颗粒 。HIV 复制 过 程 的 这 种 复杂 调控 机 制 
使 HIV 感染 细胞 后 产生 不 同 的 结果 。 在 复制 和 表达 量 非 常 高 的 情况 下 可 立即 杀 
死 细胞 , 低 水 平复 制 和 表达 时 仅 造成 细胞 功能 失常 ,而 不 复制 .不 表达 时 病毒 基 
因 组 以 DNA 形式 与 染色 体 整 合 ,与 宿主 长 期 共存 。 这 就 是 艾滋 病 在 临床 上 的 洪 
伏 期 长 短 不 一 、 病 程 快慢 不 一 的 主要 原因 。HIV 前 病毒 整合 是 随机 的 ,并 不 要 求 
特定 的 DNA 序列 ,因而 可 以 整合 到 染色 体 上 的 任何 部 位 。 


9.2.4 ”HIV 基因 表达 调控 
与 大 多 数 反 转录 病毒 相 比 ,HIV 的 最 大 特点 就 是 含有 许多 调控 基因 。 这 些 
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基因 编码 相应 的 调控 蛋白 ,它们 在 病毒 RNA 的 转录 ,转录 后 加 工 、 蛋 白质 翻译 、 
包装 以 及 病毒 颗粒 的 释放 等 各 个 过 程 中 发 挥 重要 作用 。 在 这 些 过 程 中 , 除 HIV 
自身 的 调控 蛋白 外 ,还 有 许多 宿主 细胞 的 调控 蛋白 参与 。 因此 ,HIV 复制 的 调控 
是 一 个 十 分 复杂 的 系统 。 
1. LTR 序列 
LTR 位 于 HIV 基因 组 两 端 ,其 序列 是 高 度 保守 的 ,在 HIV- 工 与 HIV- 工 及 
SIV 之 间 的 保守 性 高 达 95% 以 上 。LTR 5' 端 含有 HIV 基因 调控 所 必需 的 多 个 特 
定 调控 区 ( 真 核 类 增强 子 和 启动 子 单位 ), 现 已 根据 各 区 调控 功能 的 异同 分 为 调 
控 单位 ,核心 单位 和 反 式 激活 效应 元 件 单位 ,并 在 LTR 中 发 现 了 许多 细胞 转录 
因子 结合 位 点 (图 9-16)。 
TRA RNA 
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C1| 
调节 单位 核心 单位 TRA 


有 图 9-16 HIV 基 因 组 LTR 区 中 的 DNA 和 RNA 结合 蛋白 的 作用 位 点 


(1) 核心 调控 元 件 ”该 元 件 从 LTR 起 始 延 伸 到 -78 位 核 苷 酸 ,至 少 包含 6 
个 可 与 细胞 转录 调控 因子 结合 的 区 域 ,这 些 转录 因子 及 其 在 LTR 的 结合 部 位 分 
别 是 : 鸡 卵 蛋白 转录 因子 (COUP-TF) ,结合 于 LTR-371~-334 位 ,激活 蛋白 1 
(activator protein 1,AP1) 结合 于 LTR 的 -347~-329 位 。 激 活 T 细胞 核 因 子 
(NFAT) 在 LTR 有 两 个 结合 位 点 ,分 别 在 -292~-255 位 和 -216~-203 位 。 上 游 激 
活 因子 (USF) 结 合 于 -173~-160 位 ,T 细胞 因子 -la(TCF-1la) 结 合 于 -139~-124 
位 , 核 因 子 KB(NF-KxB ) 结 合 于 -104~-81 位 。 除 COUP-TF 和 USF 对 HIV 的 转录 
起 负 调 控 作 用 外 ,其余 均 为 正 调控 因子 。 在 几 种 DNA 结合 蛋白 中 ,AP1 是 由 含 
亮 氨 酸 拉链 结构 的 C-Jun 和 C-Fos 家 族 成 员 组 成 的 二 聚 体 。COUP-TF 家 族 中 
的 低 相 对 分 子 质量 蛋白 质 含 有 锌 指 结构 ,USF 为 螺旋 - 环 -螺旋 结构 ,TCF-1a 含 
有 高 速 泳 动 族 模 体 (HMC motif) ,而 NF-xB 则 含有 锌 指 结构 及 锚 定 蛋白 重复 序 
列 ， 该 蛋白 的 结合 位 点 也 称 为 增强 子 区 ， 由 间隔 3~4 个 核 苷 酸 的 两 个 10bp 的 
GGGACTTTCC 序列 组 成 ,负责 调控 HIV 基因 在 多 种 细胞 特别 是 T- 淋 巴 细胞 中 
的 高 效 表 达 。 类 似 的 序列 在 其 他 病毒 如 SV40、 巨 细胞 病毒 及 白细胞 介 素 -2 受 
体 、B- 干 扰 素 等 基因 的 特异 性 和 诱导 型 表达 过 程 中 都 发 挥 了 重要 的 调控 作用 。 

(2) 核心 转录 单位 HIV-I LTR 核心 转录 单位 的 结构 与 其 他 病毒 或 细胞 
启动 子 的 转录 起 始 区 相似 ,有 TATA 区 和 SP1 结合 位 点 。 这 些 序 列 对 转录 的 激 
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活 具 有 重要 作用 ,一 旦 缺失 将 使 LTR 失去 启动 子 活性 。 

在 核心 转录 单位 -78~-46 位 点 的 富 含 GC 区 有 3 个 连续 的 SP1 结合 位 点 。 
SP1 蛋白 含有 DNA 结合 结构 域 和 两 个 富 含 谷 氨 酰 胺 的 结构 域 ， 可 形成 二 聚 或 
三 聚 体 。 当 3 分 子 SP1 与 LTR 结合 后 ,由 于 彼此 间 以 及 SP1 与 周围 蛋白 的 相互 
作用 改变 了 DNA 的 空间 结构 ,诱导 了 依赖 于 DNA 的 蛋白 激酶 对 SP1 的 磷酸 化 
作用 ,激活 HIV- 了 基因 转录 。HIV- LTR 的 -28~-24 位 含有 TATA 元 件 ,其 两 
侧 还 有 一 个 CAXXTG 的 同 向 重复 序列 ， 该 重复 序列 可 能 是 转录 因子 螺旋 - 环 - 
螺旋 DNA 结合 蛋白 的 识别 位 点 。 

(3) 反 式 激活 因子 应 答 元 件 ”在 HIV 基因 组 +1~+60 位 的 核 苷 酸 序 列 是 反 
式 激活 因子 (Tat) 激 活 HIV- 工 转录 所 必需 的 , 称 为 反 式 激活 应 答 元 件 (TAR ) 。 该 
序列 存在 于 HIV 基因 组 RNA 和 原 病 毒 DNA 上 ,是 HIV 复制 所 不 可 缺少 的 重 
要 调控 位 点 。 

2. 参与 HIV 复制 的 调控 蛋白 

(1) Tat 蛋白 ”该 蛋白 是 一 个 转录 激活 因子 , 在 HIV-I HIV-I 和 SIV 中 
高 度 保守 ,是 病毒 复制 所 必需 的 。HIV- 了 的 tat 基因 与 env 编码 区 有 部 分 重 盖 ， 
它 含 有 两 个 外 显 子 ， 编 码 了 由 101 个 氨基 酸 残 基 组 成 的 Tat 蛋白 。 第 一 个 外 显 
子 所 编码 的 67 个 氨基 酸 组 成 的 多 肽 同样 具有 反 式 激活 作用 (图 9-17)。Tat 蛋 
白 有 3 个 功能 区 ,第 一 个 是 与 其 他 已 知 转录 调控 蛋白 激活 功能 区 结构 基本 一 致 
的 酸性 氨基 酸 区 ,与 Tat 激活 HIV- 工 基因 表达 有 关 。 第 二 个 功能 区 富 含 Cys ,在 
其 16 个 氨基 酸 残 基 中 就 有 7 个 Cys， 可 与 二 价 金属 离子 结合 并 形成 Tat 二 聚 
体 ,在 这 7 个 Cys 中 有 6 个 是 维持 Tat 活性 所 必需 的 ,替代 其 中 的 任意 一 个 均 可 
使 Tat 失 活 却 不 影响 Tat 与 金属 离子 的 结合 。 该 肽 段 能 与 相对 分 子 质量 为 3.0x 
10* 的 宿主 细胞 核 蛋 白 相 结合 。 
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Tat 的 第 三 个 功能 区 由 一 组 带 正 电 的 碱 性 氨基 酸 残 基 构 成 ， 行 使 两 个 主要 
功能 ,一 个 是 +48~+52 位 的 GRKKR 序列 ,是 核 - 核 仁 定位 信号 ,可 介 导 自身 或 异 
种 蛋白 进入 细胞 核 。 若 将 此 肽 段 与 B- 半 乳糖 苷 酶 融合 即 可 使 后 者 在 核 内 聚集 。 
该 肽 段 第 二 个 功能 是 与 TAR RNA 凸 出 部 的 特异 性 结合 ,通过 Tat 第 52 和 第 53 
位 Arg 残 基 与 后 者 的 磷酸 基 团 相互 作用 得 以 实现 。 

(2) Tat 与 TAR 对 HIV 复制 的 协同 调控 作用 ”实验 表明 ,Tat 和 TAR 结合 
并 不 能 有 效 地 激活 HIV 基因 表达 ,还 依赖 于 如 下 因素 . 
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GD TAR 序列 及 完整 高 级 结构 的 影响 ”Tat 虽 能 结合 环 区 有 突变 的 TAR 重 
白 ,但 此 时 不 能 激活 HIV 的 表达 。 

@) 宿主 细胞 因子 协同 作用 的 影响 ”在 不 同 细胞 内 ,Tat 的 活性 可 有 上 千 倍 
的 差异 。 在 人 鼠 杂 交 细 胞 中 ,只 有 在 保持 人 第 12 号 染色 体 的 杂交 瘤 细 胞 中 ,Tat 
才能 有 效 地 激活 HIV- I 转录。 研究 发 现 ,Tat 与 TBP 工 结合 形成 复合 物 而 发 挥 
作用 ,说 明 Tat 与 TAR 对 HIV 复制 的 调控 还 需 宿主 细胞 编码 蛋白 的 协同 作用 。 

@ 对 上 游 启 动 子 和 增强 子 的 依赖 ”Tat-TAR 功能 的 发 挥 依赖 于 其 上 游 的 
启动 子 及 增强 子 , 当 TAR 远离 其 上 游 启动 子 时 , 它 的 活性 迅速 下 降 。 而 且 ,这 种 
依赖 作用 对 非 激活 细胞 和 Tat 激活 细胞 的 表现 是 不 一 样 的 ,增强 子 SP1 序列 在 
Tat 诱导 细胞 中 对 HIV 转录 的 促进 作用 远 远 大 于 非 激 活 细胞 ， 去 除 SP1 序列 甚 
至 可 提高 非 激活 细胞 中 HIV 的 转录 。 而 NF-KkB 序列 在 对 两 种 细胞 的 作用 正好 
与 SP1 相反 。TATA 启动 子 序列 的 改变 对 未 激活 细胞 影响 很 小 ， 却 可 明显 降低 
HIV 在 Tat 诱导 细胞 中 的 复制 。 

研究 认为 ,Tat 的 主要 作用 可 能 是 促进 RNA 聚合 开 转 录 起 始 复合 物 的 组 
装 ,因为 在 没有 Tat 蛋白 存在 的 情况 下 ,转录 起 始 位 点 附近 的 顺 式 作 用 原件 虽 
然 也 指导 转录 复合 物 的 形成 ， 但 其 延伸 效率 较 低 ， 只 能 转录 出 许多 很 短 的 产 
物 。 加 入 Tat 蛋白 后 ， 短 链 RNA 转录 产物 浓度 迅速 下 降 ， 取 而 代 之 的 是 长 链 
RNA 。 

最 新 的 研究 表明 ,Tat 蛋白 是 一 个 RNA 沉默 抑制 因子 。 缺失 突变 和 点 
突变 结果 表明 ,抑制 RNA 沉默 功能 区 位 于 该 蛋白 的 38~72, 且 这 段 区 域 不 具 
有 转录 激活 功能 ， 说 明 Tat 和 蛋白 的 转录 激活 功能 和 RNA 沉默 抑制 功能 是 分 
开 的 。HIV- 和 开 也 编码 一 个 称 为 Tax 的 异 源 转录 激活 因子 , 它 的 主要 作用 
是 通过 宿主 细胞 中 的 转录 因子 与 LTR 中 的 顺 式 作用 元 件 结合 ,从 而 调控 基因 
转录 。 

(3) Rev 蛋白 ”rev 基因 由 两 个 外 显 子 组 成 ,分 别 编码 25 个 氨基 酸 和 91 个 
氨基 酸 的 两 个 肽 段 ,最 终 组 装 成 有 116 个 氨基 酸 、 相 对 分 子 质 量 为 1.9x10: 的 调 
控 结 构 蛋 白 表达 活性 的 Rev 蛋白 (图 9-18)。 它 是 一 个 重要 的 反 式 激活 因子 , 调 
控 RNA 剪 切 和 运输 ,与 RRE 结合 增加 env 的 翻译 。 它 对 HIV 的 许多 调控 蛋白 
的 编码 基因 有 负 调 控 作 用 ,而 对 其 结构 蛋白 基因 有 正 调控 作用 。Rerv 蛋白 的 上 
述 作 用 是 通过 与 env 和 gag/pol mRNA 上 的 一 段 234 个 核 苷 酸 的 Rev 效应 元 件 
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实现 的 ,是 HIV- 了 特异 的 。 它 的 主要 功能 是 增加 细胞 质 中 未 经 编辑 的 基因 组 全 
长 转录 产物 ， 增 加 含有 Rev 效应 元 件 RNA 的 稳定 性 ， 并 促进 它们 向 细胞 质 转 
运 。Rev 蛋白 还 通过 阻碍 剪接 子 的 组 装 来 抑制 RNA 的 编辑 ,增加 这 些 mRNA 的 
翻译 ,从 而 促进 HIV 基因 表达 由 早期 (转录 调控 和 蛋白 mRNA) 向 晚期 (转录 HIV 
结构 蛋白 mRNA) 的 转变 。 在 rev 基因 缺陷 型 HIV 前 病毒 中 , 仅 有 早期 基因 表 
达 。 只 有 加 入 Rev 蛋白 后 ,晚期 基因 才 开始 转录 。Rerv 蛋白 还 在 结构 蛋白 mRNA 
进入 细胞 质 的 过 程 中 发 挥 作用 。 

已 经 证 实 ,Rev 蛋白 和 RRE(Rev response element) 的 结合 是 通过 Rev 蛋白 
中 富 含 碱 性 氨基 酸 的 一 段 14 肽 (EGTRQOARNRRRRWR) 与 RRE 二 级 结构 I[B 
茎 区 特异 性 结合 实现 的 (图 9-19)。 第 一 个 Rev 蛋白 与 RRE 的 结合 有 助 于 其 他 
Rev 蛋白 的 结合 ,这 些 蛋 白 不 是 结合 在 RRE 的 特异 位 点 上 ,而 是 直接 结合 到 第 
一 个 Rev 蛋白 上 ,形成 多 聚 体 。Rev 蛋白 功能 的 实现 依赖 于 它 向 核 内 的 转运 ,而 
这 一 过 程 是 通过 Rev 蛋白 的 核定 位 信号 功能 区 完成 的 。 宿主 细胞 蛋白 可 结合 到 
Rev 蛋白 近 C 端的 功能 区 ,协助 加 工 和 转运 HIV mRNA 。 
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230 有 图 9-19 ”Rev 和 蛋白 与 RRE 区 的 结合 
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(4) Nef 蛋白 ”一般 认为 ,Nef 蛋白 是 一 个 负 调 控 因 子 和 磷酸 化 蛋白 ， 相 对 
分 子 质量 为 2.7x104+, 它 不 是 HIV 复制 所 必需 的 ,但 可 抑制 由 HIV LTR 特异 性 转 
录 的 HIV- 了 前 病毒 基因 的 表达 。 研 究 发 现 , 烷 基 化 后 定位 于 细胞 膜 上 的 Nef 蛋 
白 比 未 烷 基 化 并 弥散 于 细胞 核 及 细胞 质 内 的 Nef 蛋白 抑制 HIV- 工 基 因 表 达 的 
效率 比 后 者 高 10 倍 , 推 测 Nef 可 能 是 通过 膜 细胞 信使 分 子 获 得 对 HIV LTR 的 调 
控 作 用 。Nef 的 存在 可 提高 和 维持 HIV 在 体内 的 含量 ,并 在 HIV 病理 过 程 中 起 作 
用 。 此 外 ,Nef 蛋白 形成 同 源 二 聚 体 ,引起 多 效应 性 的 影响 ,如 负 调 控 CD4。 

(5) Vpr 蛋白 ”该 蛋白 又 称病 毒 R 蛋白 ,由 96 个 氨基 酸 组 成 , 它 不 是 HIV 
复制 所 必需 的 ,但 存在 于 病毒 颗粒 中 。 含 有 vpr 基因 的 HIV 毒 株 与 无 vpr 基因 的 
HIV 毒 株 相 比 ， 前 者 在 细胞 中 生长 较 快 ， 引 发 细胞 病变 也 较 强 。 无 vpr 基因 的 
HIV- 开 不 能 在 巨 噬 细 胞 中 繁殖 .Vpr 蛋白 可 作用 于 HIV- 工 的 LTR 区 ,使 它 所 调 
控 的 HIV 复制 速度 提高 2~3 倍 ,说 明 Vpr 在 病毒 早期 侵 染 中 有 作用 。 

(6) Vpu 蛋白 ”这 个 蛋白 是 HIV- 1 特有 的 ， 其 他 灵 长 类 动物 免疫 缺损 病 
毒 以 及 HIV-I 和 SIV 均 无 此 基因 。 它 编码 由 81 个 氨基 酸 组 成 的 磷酸 化 蛋白 ， 
称 为 病毒 U 蛋白 ,主要 存在 于 细胞 膜 中 。Vpu 基因 的 翻译 受 Rev 调控 ,HIV 复制 
时 并 不 需要 vpu 基因 的 表达 ,但 车 缺失 vpu 基因 可 使 传染 性 病毒 粒子 的 产量 降 
低 S~10 倍 , 大 大 减少 了 病毒 颗粒 在 细胞 膜 上 的 释放 。 据 此 ,人 们 推测 Vpu 蛋白 
可 能 促进 HIV- 工 病毒 粒子 的 组 装 .成 熟 和 释放 。 此 外 ,Vpu 蛋白 有 助 于 gp160/ 
CD4 复合 体 的 解 聚 。 

(7) Vif 蛋白 “该 蛋白 是 相对 分 子 质量 为 2.3xl104 的 病毒 传染 性 因子 ,是 
HIV- 工 侵 染 所 必需 的 。 缺 失 vi 基因 的 HIV- 工 虽然 仍 在 细胞 内 正常 复制 并 产生 
病毒 粒子 ,但 这 些 粒子 的 侵 染 性 不 及 野生 HIV- I 病毒 粒子 的 /1 000。Vif 蛋白 
是 病毒 在 巨 叭 细胞 扩散 所 必需 的 。 

HIV 基因 组 全 长 不 到 10 kb， 起 调控 作用 序列 不 超过 其 因 组 总 长 度 的 1/10， 
但 是 它 的 调控 机 制 却 非常 复杂 ， 参 与 调控 作用 的 病毒 自主 编码 的 调控 因子 包括 
Tat、Rev、Vif,.Vpr、Vpu 及 Nef 等 ,还 有 宿主 细胞 调控 因子 参与 ,这 些 因 子 与 因子 之 
间 ,因子 与 顺 式 元 件 之 间 的 相互 作用 保持 了 HIV 基因 表达 的 动态 平衡 。 图 9-20 
揭示 了 Tat、Rev 和 Nef 对 HIV 基因 表达 的 综合 性 影响 。 
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有 图 9-20 Tat、Rev 和 Nef 对 HIV 基因 表达 的 影响 分 析 


| 


| 


| 


号 看 9 疾病 与 人 类 健康 


9.2.5_HITV 的 感染 及 致 病 机 制 


HIV 初次 感染 人 体 后 ,立即 大 量 复制 和 扩散 ,此 时 ,感染 者 血清 中 出 现 HIV 
抗原 ,从 外 周 血 细胞 、 脑 峭 液 和 骨髓 细胞 中 均 能 分 离 出 HIV。 这 是 HIV 原 发 感染 
的 急性 期 。 大 约 70% 以 上 的 原 发 感染 者 在 感染 后 2~4 周 内 出 现 急性 感染 症状 , 包 
括 发 热 . 咽 炎 .淋巴结 肿 大 关节 痛 .中 枢 及 外 周 神经 系统 病变 皮肤 斑 丘 疹 、 黏 膜 
溃疡 等 ,持续 1~2 周 后 进入 HIV 感染 的 无 症状 潜伏 期 。 在 这 个 时 期 感染 者 无 任何 
临床 症状 ,外 周 血 中 HIV 抗原 含量 很 低 甚 至 检测 不 到 。 但 随感 染 时 间 的 延长 ,HIV 
重新 开始 大 量 复制 并 造成 免疫 系统 损伤 。 临 床上 患者 感染 逐步 发 展 到 持续 性 全 
身 性 淋巴 腺 病 (PGL) .艾滋病 相 关 综 合 征 (APC) 等 ,直至 发 展 到 艾滋 病 。 

在 HIV 自然 感染 过 程 中 ,机 体 可 产生 高 滴 度 的 抗 HIV 多 种 蛋白 的 抗体 , 主 
要 是 细胞 类 型 特异 性 的 中 和 抗体 ,其 主要 作用 是 在 急性 感染 期 降低 血清 中 的 病 
毒 含 量 或 部 分 清除 病毒 。HIV 的 感染 也 刺激 机 体 产 生 细 胞 免疫 应 答 ,对 于 杀伤 
HIV 感染 的 细胞 ,阻止 HIV 经 细胞 接触 而 扩散 等 可 能 发 挥 重 要 作用 ,还 能 协助 
清除 急性 感染 期 HIV 感染 灶 和 HIV 感染 早期 的 少量 有 HIV 复制 的 细胞 。 

尽管 感染 者 具有 对 带 有 HIV 的 细胞 和 体液 的 免疫 反应 ,但 在 大 多 数 情况 下 
机 体 的 免疫 力 不 足 以 清除 HIV ,所 以 ,一 经 感染 HIV 便 终 生 携 带 病 毒 , 随 着 时 间 
延续 ,发 病 的 可 能 性 也 逐渐 增加 ,与 一 般 病毒 感染 不 同 ,HIV 感染 的 潜伏 期 可 达 
数 年 , 远 远 超过 急性 病毒 感染 ,而 发 病 率 又 远 高 于 慢性 和 持续 性 病毒 感染 ,感染 
后 7~8 年 内 已 有 约 半 数 的 感染 者 发 病 。 产 毒性 HIV 感染 的 最 终结 果 是 产生 大 量 
病毒 颗粒 ,造成 感染 细胞 死亡 。 这 是 反 转 录 病 毒 科 慢 病毒 亚 科 病毒 的 特征 。HIV 
除 在 细胞 内 大 量 繁殖 造成 细胞 死亡 外 ,还 可 通过 以 下 几 种 途径 导致 免疫 功能 下 
降 :GDHIV 粒子 表面 的 gp120 蛋白 脱落 ,与 正常 细胞 膜 上 CD4 受 体 结合 ,使 该 细 
胞 被 免疫 系统 误 认 为 病毒 感染 细胞 而 遭 杀 灭 ;@ 因 T 细 胞 CD4 受 体 被 gp120 封 
闭 ,影响 了 其 免疫 辅助 功能 ;GOHIV 的 gp120 蛋白 可 刺激 机 体 产生 抗 CD4 结合 
部 位 的 特异 性 抗体 , 阻 断 T 细胞 功能 ;多 带 有 病毒 包 膜 蛋白 的 细胞 可 与 其 他 细 
胞 融合 形成 多 核 巨 细胞 而 丧失 功能 。 

研究 还 发 现 ,HIV 除 主要 感染 富 含 CD4 蛋白 的 TT 细胞 外 ， 还 可 感染 只 带 少 
量 CD4 蛋白 或 无 此 受 体 蛋白 的 细胞 ,包括 B 细胞 .巨星 细 胞 、 树 突 细胞 、 郎 格 汉 
斯 细胞 、 肠 上 皮 细 胞 、 脑 内 的 星 形 细胞 和 小 神经 胶 质 细胞 以 及 毛细 血管 内 皮 细 
胞 等 。HIV 可 侵 染 巨 鸣 细 胞 并 随 该 细胞 游 走 至 体内 许多 组 织 细胞 或 脏 器 。HIV 
还 可 侵 染 脑 和 肠 细 胞 ,因此 ,艾滋病 患 者 的 中 枢 神 经 系统 常常 发 生病 变 ,并 伴 有 
腹泻 等 症状 。 

尽管 HIV 有 上 述 导 致 细胞 病变 的 作用 ,但 还 不 足以 解释 HIV 感染 所 造成 的 
免疫 系统 进行 性 损伤 直至 崩溃 的 严重 病症 。 因 为 即使 是 艾滋 病 患 者 ,其 外 周 血 淋 
巴 细胞 中 也 仅 有 极 少 数 的 细胞 被 HIV 感染 。 最 近 有 研究 报道 , 鼠 反 转录 病毒 和 鼠 
免疫 缺损 病毒 感染 的 小 鼠 中 病毒 基因 编码 一 种 超 抗 原 ,可 导致 小 鼠 体内 特定 的 T 
细胞 亚 群 的 消失 和 免疫 缺损 的 发 生 ， 暗 示 艾 滋 病 患者 中 也 可 能 存在 HIV 编码 的 
超级 抗原 ,这 可 能 是 导致 特定 了 T 细 胞 亚 群 缺失 的 原因 。 这 些 特 定 T 细 胞 亚 群 的 缺 
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失 造 成 机 体 的 免疫 防御 网 中 出 现 漏洞 ， 其 结果 使 机 体 对 某 些 致 病 微生物 处 于 无 
反应 状态 。 这 种 免疫 病理 机 制 可 以 解释 艾滋 病 患 者 既 出 现 了 严重 的 免疫 系统 缺 
损 , 患 者 血液 中 却 只 有 极 少 部 分 淋巴 细胞 带 有 HIV 这 种 十 分 矛盾 的 现象 。 


9.2.6 ”艾滋 病 的 治疗 及 预防 


迄今 为 止 ,虽然 对 艾滋 病 的 研究 受到 了 高 度 重视 , 仍 无 任何 药物 可 以 完全 
抑制 HIV 在 感染 者 体内 的 增殖 并 彻底 治愈 艾滋 病 。 目 前 ,已 批准 的 抗 HIV 药物 
主要 有 以 下 几 类 ( 表 9-7)。 图 9-21 是 核 苷 酸 型 和 非 核 苷 酸 型 反 转 录 酶 抑制 
HIV 的 作用 机 制 。 


表 9-7 已 被 批准 的 抗 HIV 药物 


核 蔡 酸 型 反 转 录 酶 抑制 剂 非 核 苷 本 型 反 转 录 酶 抑制 剂 Ey 
Abacavir( ABC ) Efavirenz Amprenavir 
Stavudine( d4T) Nevirapine | Indinavir 
Didanosine( ddI ) Delavirdine Lopinavir 
Zalcitabine( dde) | Nelfinavir 
Lamivudine( 3Tc) Ritonavir 
Zidovudine( AZT) | || Saquinavir 

RNA 酶 H RNA 酶 H 


“|” 反 转录 酶 合成 DNA 链 a a i 
ey 友 转 录 栈 抱 抽 刘一民 站 外 玉生 了 PN 


(a) 


抑制 剂 与 反 转 录 酶 
结合 使 其 变性 i 
© : 
非 核 苷 酸 型 反 反 转 录 酶 反 转 录 酶 不 能 合成 
转录 酶 抑制 剂 相应 的 DNA 分 子 


(b) 


有 图 9-21 核 痛 酸 型 和 非 核 痛 酸 型 反 转 录 酶 抑制 剂 的 作用 机 制 分 析 (a) 核 车 酸 型 反 
转录 酶 抑制 剂 ”由 于 它 在 结构 上 与 脱氧 核 车 酸 的 相似 性 ， 挫 入 后 使 病毒 DNA 的 合成 不 
能 进行 ;(b) 非 核 苷 酸 型 反 转 录 酶 抑制 剂 与 反 转 录 酶 相 结 合 ,通过 限制 该 酶 的 移动 性 而 
影响 它 的 活性 。 
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除 抗 艾滋 病 药 物 的 研制 外 ， 多 种 用 于 预防 艾滋 病 的 疫苗 包括 传统 的 减 毒 疫 
苗 、 灭 活 疫 苗 .重组 病毒 载体 活 疫苗 .基因 工程 亚 单位 疫苗 及 合成 寡 肽 疫苗 等 已 经 
上 市 ,由 于 HIV 基因 ,特别 是 编码 外 膜 蛋白 的 env 基因 的 高 度 变异 性 ,研制 能 有 效 
抑制 HIV 病毒 生长 的 疫苗 困难 很 大 。 随 着 与 HIV 侵 染 有 关 的 病毒 基因 产物 及 宿 
主 相关 受 体 分 子 三 维 结构 与 功能 的 逐步 阐明 ,针对 HIV 不 同 生 命 阶段 的 特异 疫苗 
会 在 不 远 的 将 来 被 研制 出 来 ,将 对 预防 和 控制 艾滋 病 的 发 生发 展 具有 重要 意义 。 
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病毒 性 肝炎 是 严重 威胁 人 类 健康 的 世界 性 传染 病 ， 引起 肝炎 的 病毒 通称 
肝炎 病毒 (hepatitis virus ) 。 目前 已 经 知道 的 至 少 有 甲肝 病毒 (HAV) 乙肝 病毒 
(HBV) 丙肝 病毒 (HCV). 丁 肝病 毒 (HDV) 和 戊 肝 病毒 (HEV) 这 5 种 病毒 。 这 
些 病毒 在 基因 组 结构 ,传播 途径 、 临 床 症状 和 分 类 地 位 上 很 不 相同 。 甲肝 病毒 
属 小 RNA 病毒 科 ,乙肝 病毒 属 哮 肝 病毒 科 ,丙肝 病毒 与 黄 热 病 毒 和 瘟病 毒 相 
似 ,为 RNA 病毒 。 丁 肝病 毒 基因 组 由 一 个 单 链 环 状 RNA 分 子 组 成 ,但 其 外 壳 
能 识别 乙肝 病毒 的 表面 抗原 ,是 一 种 与 乙肝 有 关 的 缺陷 型 病毒 .需要 有 HBV 
的 辅助 才能 复制 增殖 。 戊 肝病 毒 基 因 组 为 单 股 正 链 有 poly A 的 RNA 病毒 , 球 
形 无 包 膜 ,可 能 属于 杯 状 病毒 。 
9.3.1 HBV 的 分 类 及 病毒 粒子 结构 
1986 年 ,国际 病毒 命名 委员 会 正式 将 乙肝 病毒 定 为 嗜 肝 DNA 病毒 科 成 员 ， 
1990 年 又 将 该 科 病 毒 分 为 正 嗜 肝病 毒 属 和 禽 嗜 肝 病毒 属 , 乙 肝病 毒 是 正 嗜 肝病 
毒 属 成 员 。 
HBV 完整 粒子 的 直径 为 42 nm , 称 为 Dane 颗粒 ,由 外 膜 和 核 壳 组 成 ,有 很 
强 的 传染 性 (图 9-22)。 其 外 膜 由 病毒 的 表面 抗原 .多糖 和 脂 质 构 成 ; 核 壳 直径 
27 nm, 由 病毒 的 核心 抗原 组 成 ,并 含有 病毒 的 基因 组 DNA 、 反 转录 酶 和 DNA 


大 蛋白 LHBS 
中 蛋白 MHBS 


主 蛋 白 SHBS 


脂 质 膜 
聚合 酶 , 反 转 录 酶 


末端 蛋白 质 


有 图 9-22 HBV 病毒 粒子 模型 图 
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结合 蛋白 等 。 在 慢性 乙肝 患者 的 血清 中 还 有 直径 为 22 nm ,长 度 不 等 的 球状 或 
棒状 颗粒 ,它们 只 含 表 面 抗原 和 脂 质 ,不 具有 基因 组 DNA ,无 侵 染 性 。 根 据 表 
面 抗 原 性 血清 反应 的 不 同 ,HBV 可 以 分 为 adr .adw .ar 和 ayw 等 4 个 亚 型 。 不 
同 亚 型 的 地 区 分 布 不 同 ,我 国 大 部 分 地 区 以 adr 为 主 ,adw 次 之 ;而 西藏 新疆 
和 内 蒙 等 地 则 主要 为 ayw 亚 型 。 


9.3.2 HBV 基因 组 及 其 编码 的 蛋白 


1. 基因 组 结构 

乙肝 病毒 的 基因 组 是 一 个 有 部 分 单 链 区 的 环 状 双 链 DNA 分 子 ， 两 条 单 链 
长 度 不 一 样 。 长 链 LL(3.2 kb) 为 负 链 ,而 短 链 S 为 正 链 , 其 长 度 不 确定 , 约 为 负 链 
的 50%~80%。 因 为 它 的 3' 端 随 不 同 来 源 毒 株 而 有 不 同 的 缺失 ,所 以 位 置 可 变 ， 
产生 了 部 分 环 状 结构 。 基 因 组 依靠 正 链 5' 端 约 240 bp 的 黏 性 未 端 与 负 链 缺口 
部 位 的 互补 维持 了 环 状 结构 。 长 链 的 5' 端 有 一 个 共 价 结 合 的 未 端 蛋 白 ,可 能 是 
引物 酶 ,而 短 链 5' 端 则 通过 共 价 键 与 具有 帽子 结构 的 短 RNA 结合 ,末端 蛋白 和 
短 RNA 都 与 病毒 DNA 的 复制 相关 。 此 外 ,在 两 条 链 的 互补 区 两 侧 各 有 一 个 11 
碱 基 的 直接 重复 序列 (5"TTCAC-CTCTGC-3' ) ,分 别 开 始 于 第 1842 和 1590 核 
车 酸 处 , 称 为 DR1 和 DR2( 图 9-23 )。 

自 1979 年 第 一 次 克隆 和 测定 HBV ayw 亚 型 全 基因 组 序列 以 来 ,先后 已 有 
20 多 个 不 同 的 HBV 基因 组 全 序列 被 测定 。 分 析 发 现 ,不 同 亚 型 中 核 苷 酸 水 平 的 
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有 图 9-23 HBV 基因 组 结构 (ayw 株 ) 
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变异 约 为 10% 左 右 。 同 亚 型 中 的 变异 约 为 2% 左 右 ,最 高 可 达 11.5%。HBYV 基因 
组 的 多 态 性 是 该 病毒 高 变异 率 的 分 子 基础 ， 其 生物 学 意义 是 近年 来 HBV 研究 
中 的 热点 之 一 。 

2. HBV 转录 产物 

HBV 基因 组 结构 的 最 大 特点 是 功能 单位 非常 密集 ,基因 组 高 度 压 缩 ,编码 区 重 
复 利 用 ,所 以 有 人 也 称 为 基因 经 济 型 基因 组 。 它 的 核酸 序列 全 部 都 是 蛋白 编码 区 。 
HBYV 在 感染 过 程 中 分 别 产生 3.5 kb、2.4 kb、2.1 kb .0.8 kb 4 种 转录 产物 ,都 有 poly A 
尾巴 。 其 中 3.5 kb 和 2.1 kb 转录 产物 由 工 链 录 而 来 ,2.4 kb 和 0.8 kb 转录 产物 由 5S 
链 转录 得 到 。3.5 kb mRNA 编码 核心 蛋白 ,其 3 端 与 2.1 kb mRNA 的 3' 端 相同 , 比 
HBV 基因 组 L 链 的 全 长 还 多 200 bp 以 上 ,推测 它 的 末端 部 分 可 能 来 自 共 价 闭合 的 
双 链 区 。2.4 kb mRNA 编码 S 蛋白 ,2.1 kb mRNA 编码 原 S 和 S 蛋白 ， 而 0.8 kb 
mRNA 编码 X 和 蛋白。 上述 4 种 转录 产物 在 病毒 感染 的 细胞 中 相对 含量 有 明显 差异 ， 
其 中 3.5 kb 和 2.1 kb mRNA 的 转录 量 远 远 高 于 2.4 kb 和 0.8 kh mRNA( 图 9-23)。 

3. HBV 基因 转录 的 调控 

(1) 顺 式 作 用 元 件 HBV 的 4 种 转录 产物 虽然 有 不 同 的 5' 端 ,但 都 利用 
同一 终止 信号 和 poly A 位 点 ， 它 们 的 启动 子 序列 已 经 被 确定 。C 启动 子 调控 
3.5 kb mRNA 的 转录 起 始 过 程 , 它 定位 于 1705~1805 位 核 苷 酸 处 。 在 该 启动 子 
下 游 还 发 现 一 个 具有 启动 子 功 能 的 区 域 ,推测 不 同 的 3.5 kb mRNA 可 由 不 同 的 
启动 子 控制 。C 启动 子 上 存在 类 似 于 TATA 盒 的 序列 。SP1 启动 子 位 于 -89~-77 
核 苷 酸 处 ,调控 2.4 kb mRNA 的 转录 起 始 过 程 。 该 启动 子 含 有 典型 的 TATA 盒 
序列 以 及 与 该 序列 相距 45 个 碱 基 的 肝 细 胞 特异 性 转录 因子 HNF1 的 结合 位 
点 。 该 位 点 主要 存在 于 某 些 肝 细胞 专 一 表达 基因 的 启动 子 区 ,HNF1 的 结合 
SP1 启动 子 在 分 化 的 肝癌 细胞 株 中 高 水 平 转录 的 必要 条 件 。 

SP2 启动 子 调控 2.1kb mRNA 的 转录 起 始 过 程 。 它 与 SV40 晚期 启动 子 相 
似 , 位 于 RNA 转录 起 始 位 点 上 游 200 个 核 苷 酸 内 ,可 分 为 ABC.DEF 和 G 
7 个 区 ,这 些 区 都 可 能 通过 与 特异 的 调控 蛋白 结合 而 影响 转录 水 平 -A、B、C 3 个 
区 位 于 启动 子 远 端 (-168~-68 位 核 苷 酸 ) , 若 同 时 缺失 ,2.1 kb mRNA 转录 水 平 
下 降 到 30% 以 下 。D 区 位 于 -69~-49 处 ,是 启动 子 的 必需 元 件 。 近 端的 E.G 3 
三 个 区 位 于 转录 起 始 位 点 土 游 45 个 核 苷 酸 内 ， 该 DNA 序列 与 SV40 主要 晚期 
启动 子 有 一 定 的 序列 相似 性 。F 为 负 调 控 区 ,E 区 能 抑制 下 区 的 负 调 控 作 用 并 与 
G 区 功能 互补 。B、D、E、F 4 个 区 可 与 相同 或 相似 的 转录 因子 结合 , 若 将 外 源 表 
达 的 转录 因子 SP1 与 病毒 DNA 进行 共 转 染 , 可 起 始 HBV 基因 转录 。 有 实验 发 
现 , 纯 化 的 SP1 可 以 直接 与 B.D 和 下 区 结合 。 

X 启动 子 位 于 -124~-~24 核 苷 酸 处 ,调控 0.8 kb mRNA 转录 过 程 。 有关 该 启 
动 子 的 活性 尚未 见 详细 的 研究 报道 。 

(2) 增强 子 HBV DNA 中 存在 两 个 可 以 激活 HBV 启动 子 转 录 的 增强 子 
区 域 。 增 强 子 了 位 于 表面 抗原 基因 的 3' 端 ,X 基因 的 5' 端 ,与 让 启动 子 相 重 登 。 
该 增强 子 在 肝 细 胞 中 对 启动 子 的 增强 活性 是 非 肝 细胞 的 10~20 倍 , 暗 示 它 具有 
细胞 特异 性 ,这 也 可 能 是 HBV 嗜 肝 性 的 基础 。 


9.3 ” 乙 型 肝炎 病毒 一 一 HBV > 


已 在 增强 子 1 序列 中 发 现 了 多 种 细胞 反 式 作用 因子 结合 位 点 ,NF-1a、NF- 
1b、NF-1c、API1 、C/EBP、EP 以 及 X 和 蛋白 等 都 可 以 与 增强 子 工 相 结合 。 根 据 主 要 
的 核 蛋 白 结合 位 点 ,增强 子 荆 被 分 为 2C、EPE 和 NF-1 4 个 区 段 。 前 两 者 为 基 
础 增强 子 ,2C 与 肝 细 胞 专 一 性 有 关 。, 若 在 基础 增强 子 上 加 下 和 NF-1 结合 区 ,该 
启动 子 活性 可 提高 10 倍 以 上 ,其 中 下 结合 区 可 以 与 多 种 蛋白 因子 结合 。E 结合 
区 不 仅 能 提高 基础 增强 子 的 活性 ,还 与 X 基因 启动 子 的 转录 活性 直接 相关 。 一 
般 认为 ,增强 子 I 能 明显 促进 SP1、SP2、X 和 C 启动 子 的 转录 。 

增强 子 廿 位 于 增强 子 下游 600 碱 基 处 ,是 一 个 148 碱 基 的 DNA 片段 , 根 
据 其 与 主要 核 蛋 白 的 结合 位 点 分 为 A、B 两 个 区 。A 区 为 60 碱 基 ， 是 正 调控 元 
件 , 与 增强 子 耳 的 肝 细胞 专 一 性 有 关 。A 区 单独 存在 时 无 增强 子 活性 ,必须 与 B 
区 协同 作用 才 有 活性 。B 区 是 增强 子 开 的 基本 单位 ,由 88 个 碱 基 组 成 ,单独 存 
在 时 带 有 增强 子 卫 活性 的 60%-~70% ,又 可 分 为 B1、B2 和 B3 三 部 分 ,其 中 前 两 
部 分 是 主要 功能 区 ,B2 是 主要 转录 因子 的 结合 位 点 。 

(3) 反 式 作用 因子 HBYV 全 序列 被 测定 完成 后 ,人 们 就 发 现 了 无 基因 ,但 
其 产物 X 蛋白 具有 反 式 调控 因子 功能 则 是 近期 才 被 证 实 的 。 研 究 发 现 ,X 蛋白 
不 仅 能 激活 HBV 自身 启动 子 如 C.、SP1、SP2 和 X 以 及 HBYV 增强 子 I ， 还 可 以 
激活 多 种 异 源 启 动 子 和 增强 子 ,如 B- 干 扰 素 、HIV- 工 .SV40 早期 启动 子 以 及 一 
些 细胞 因子 如 工 型 MHC 等 的 表达 。 

X 蛋白 虽然 具有 转录 水 平 上 的 反 式 激活 作用 ， 但 尚未 发 现 它 有 DNA 结合 

能 力 ,说 明 X 和 蛋白 必须 通过 其 他 蛋白 因子 起 作用 。 分 析 X 蛋白 对 HBV 增强 子 
I 的 作用 时 发 现 ,该 增强 子 的 下 元 件 十 分 重要 ,所 以 又 将 这 个 由 26 碱 基 组 成 的 
元 件 命名 为 X 应 答 元 件 (X-responsive elememt,XRE)。X 蛋白 与 相关 细胞 因子 
结合 后 ,再 结合 于 靶 序 列 上 发 挥 作用 。XRE 有 NF-kB AP1、AP2 及 CREB 类 似 
物 的 结合 序列 。 近 来 有 报导 认为 X 蛋白 本 身 具 有 丝氨酸 / 苏 氨 酸 激 酶 活性 。 

4. HBV 的 编码 区 及 产物 

(1) S 编码 区 S 编码 区 编码 乙肝 表面 抗原 蛋白 ， 分 别 编码 由 226 个 氨基 
酸 残 基 的 表面 抗原 主 蛋 白 (SHBS) ,108~115 个 氨基 酸 的 原 S1 蛋白 和 55 个 氨基 
酸 组 成 的 原 S2 蛋白 3 部 分 组 成 。S 蛋白 和 原 S2 蛋白 组 合 在 一 起 被 称 为 中 蛋白 
(MHBS),S 蛋白 和 原 S1、 原 S2 蛋白 组 合 在 一 起 时 被 称 为 大 蛋白 (LHBS)。SHBS 
是 病毒 外 壳 蛋 白 和 22 nm 颗粒 表面 抗原 的 主要 成 分 , 占 病毒 蛋白 的 709%~90%， 
中 蛋白 和 大 和 蛋白 则 暴露 于 病毒 颗粒 表面 ， 这 3 种 蛋白 可 以 部 分 或 完全 被 糖 基 
化 。 表 面 抗原 有 很 强 的 免疫 原 性 ,是 乙肝 疫苗 的 主要 成 分 。 

(2) P 编码 区 该 区 长 2532 碱 基 , 约 占 全 基因 组 3/4 以 上 ,是 最 长 的 编码 
区 ,包含 全 部 S 编码 区 并 与 C 和 X 编码 区 有 部 分 重合 。P 编码 区 由 3 个 功能 区 
和 一 个 间隔 区 构成 ,排列 顺序 为 末端 蛋白 (又 称 引物 酶 ) 间隔 区 、 反 转录 酶 /DNA 
聚合 酶 及 RNaseH。 末端 蛋白 是 病毒 进行 反 转 录 时 的 引物 。P 编码 区 可 能 先 翻译 
成 9.5x10 多 天 ,然后 加 工 成 较 小 的 功能 型 多 肽 。 

(3) C 编码 区 该 区 长 639 碱 基 ,翻译 产物 为 病毒 核心 抗原 (HBcAg) 。 其 原 
始 翻译 产物 是 前 核心 蛋白 ,切除 N 端 19 肽 和 富 含 精 氨 酸 的 C 端 后 ,成 为 下 抗 
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原 (HBeAg) ,相对 分 子 质量 为 2.2x10: 蛋白 ,是 核 衣 壳 上 唯一 的 结构 蛋白 .HBeAg 
可 分 泌 到 Dane 颗粒 以 外 ,存在 于 血清 中 。 

(4) X 编码 区 该 区 是 最 小 的 编码 区 ,编码 X 蛋白 ,覆盖 了 负 链 的 缺口 部 
位 ,虽然 长 度 不 等 ,但 主要 产物 由 154 个 氨基 酸 残 基 组 成 。X 蛋白 具有 反 式 调控 
作用 ,能 激活 多 个 同 源 或 异 源 启 动 子 或 增强 子 ,与 肝癌 的 发 生 有 相关 性 。 


9.3.3 HBYV 的 复制 


乙肝 病毒 基因 组 虽 为 双 链 DNA ,但 其 复制 并 不 通过 半 保 留 复 制 方式 ,而 是 
通过 如 图 9-24 所 示 的 反 转 录 途 径 。 病 毒 感 染 宿主 后 ,首先 脱 掉 外 壳 进入 细胞 
质 , 基 因 组 DNA 进 人 细胞核 ,经 DNA 聚合 酶 修复 正 链 缺 失 部 分 ,形成 共 价 闭环 
状 双 链 DNA 作为 转录 模板 。 此 后 ,该 环 状 DNA 在 感染 细胞 核 中 大 量 扩 增 ,成 为 
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有 图 9-24 HBY 基因 组 复制 模型 图 
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HBV 基因 组 复制 时 的 独特 现象 。 

其 次 ,HBV 基因 组 在 宿主 RNA 聚合 酶 作用 下 开始 转录 ， 产 生 各 种 mRNA， 
在 这 些 RNA 中 ,全 长 3.5 kb 产物 为 前 基因 组 RNA， 其 5' 端 自 DR1 处 开始 , 自 
S' 癌 3 延伸 ， 经 过 DR2 后 继续 合成 至 DR1， 最 后 终止 于 DRI 后 85 碱 基 处 的 
TATAAA 序列 ,全 长 比 病毒 DNA 多 130~270 个 碱 基 。 

第 三 步 ,前 基因 组 中 的 部 分 RNA 被 包装 到 核心 颗粒 中 并 进行 反 转 录 。 以 与 
母 本 负 链 DNA 5“ 端 相连 接 的 末端 蛋白 为 引物 ,在 反 转 录 酶 作用 下 , 自 DR1 处 开 
始 反 转录 合成 负 链 DNA( 图 9-25)。cDNA 合成 后 ,由 RNaseH 将 模板 (前 基因 组 
RNA) 降 解 ,但 5' 端 从 帽子 结构 到 DR1 不 被 降解 区 域 作 为 正 链 合成 时 的 引物 。 


有 图 9-25 HBV 基因 组 的 复制 过 程 


第 四 步 , 在 DNA 聚合 酶 作用 下 合成 正 链 ,合成 自 DR1 处 开始 ,再 经 跳跃 传 
位 至 DR2, 这 一 过 程 称 为 “引物 易 位 ”。 因 此 , 正 链 5' 端 覆盖 了 负 链 的 缺口 ,维持 
了 双 链 DNA 的 环 状 。 在 某 些 情况 下 也 可 能 不 发 生 引 物 易 位 现象 ,导致 线性 双 链 
DNA 的 合成 。 正 链 合成 尚未 完成 时 ,就 可 能 由 于 某 些 障碍 而 被 终止 .外 壳 蛋 白 便 
将 核 衣 壳 包装 成 病毒 颗粒 ,形成 了 不 完整 的 双 链 基因 组 。 由 于 病毒 复制 增殖 过 
程 中 部 分 酶 类 与 细胞 因子 可 能 来 自 宿主 细胞 ,所 以 ,病毒 的 复制 增殖 过 程 也 是 
于 扰 细胞 正常 代谢 的 致 病 过 程 。 
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人 禽 流 感 (human avian influenza ,HAIT) 是 人 感染 AIV (avian influenza virus) 
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后 引起 的 以 呼吸 道 症 状 为 主 的 临床 综合 征 。 引 起 HAI 的 病原 为 禽 流感 病毒 , 属 
正 黏 病毒 科 流感 病毒 A 型 流感 病毒 。 禽 流行 性 感冒 (avian influenza,AI) 简称 禽 
流感 ,又 名 真 鸡 瘟 (fowl plague) .欧洲 鸡 瘟 , 鸡 疫 等 ,是 由 A 型 流感 病毒 引起 的 从 
呼吸 系统 病变 到 全 身 败 血 症 的 一 种 高 度 急 性 传染 病 。 鸡 、 火 鸡 \ 鸭 等 家 禽 及 野生 
禽类 均 可 感染 。 美 洲 欧洲、 亚洲 的 许多 国家 和 地 区 都 曾 发 生 过 此 病 , 对 养 禽 业 
造成 了 巨大 的 损失 。 禽 流感 病毒 不 仅 是 人 流感 病毒 株 形 成 的 最 庞大 的 基因 库 ， 
它 还 能 直接 感染 使 人 发 病 , 因 此 , 禽 流 感 已 成 为 人 类 公共 卫生 事业 面临 的 重大 
向 宵 之 一 。 


9.4.1 人 禽 流感 病毒 特点 及 分 型 


禽 流感 属 正 茜 病毒 科 (Orthomyxoviridae ) 流感 病毒 属 的 A 型 流感 病毒 。 正 
黏 病 毒 分 为 三 个 属 ， 即 AB 型 流感 病毒 属 ,C 型 流感 病毒 属 和 类 托 高 土 病毒 属 
(Thogoto like viruses ) ,病毒 颗粒 直径 为 80~120 nm ,平均 100 nm ,典型 的 病毒 粒 
子 呈 球状 ,基因 组 为 多 个 负 链 RNA 片段 组 成 (图 9-26)。AIV 属 A 型 流感 病毒 ， 
是 正 黏 病毒 属 中 唯一 感染 禽类 的 病毒 。 禽 流感 病毒 可 按 病毒 粒子 表面 对 红细胞 
有 凝集 性 的 血 凝 素 (hemagglutinin,HA ) 和 能 将 吸附 在 细胞 表面 的 病毒 子 解 脱 下 
来 的 神经 氨 酸 酶 (neuraminidase,NA) 糖 蛋白 进行 分 类 ,共有 16 个 H 亚 型 和 9 
个 N 亚 型 ,根据 HA 与 NA 的 不 同 ,又 可 将 禽 流 感 分 为 上 百 个 血清 亚 型 。 导致 禽 
流感 暴发 的 主要 是 以 H5 、H7 为 代表 的 高 致 病 性 禽 流 感 (HPAI) 和 以 H9 亚 型 为 
代表 的 低 致 病 性 禽 流 感 (LPAI) 毒 株 。 


血 凝 素 (HA 和 蛋白 )， 
协助 病毒 附着 在 生物 细胞 
的 受 体 上 并 使 其 发 生 感 染 


神经 氨 酸 酶 (N 和 蛋白 )， 
破坏 细胞 的 受 体 , 帮助 病 
毒 在 宿主 体内 自由 传播 


H5N1 中 已 发 现 16 种 不 同 
p> 类 型 的 HA 和 蛋白 和 9 种 不 同 
类 型 的 N 蛋 白 


基质 蛋白 层 
上 图 9-26 禽 流 感 病毒 颗粒 主要 结构 蛋白 及 功能 分 析 


1997 年 ,我 国 香港 首次 分 离 到 由 禽 病毒 跨越 物种 屏障 同时 感染 鸡 和 人 的 A 
型 流感 病毒 -H5N1。 由 于 该 病毒 所 有 基因 片段 与 禽 流感 病毒 在 序列 上 有 很 高 的 
相似 性 ,一般 认为 该 病毒 起 源 于 禽类 。 当 流感 病毒 开始 感染 新 的 宿主 时 ,为 了 适 
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应 新 的 环境 和 宿主 细胞 ,会 在 强大 的 选择 压力 下 进行 病毒 重组 以 形成 新 的 株 系 
或 致 病 型 。 


9.4.2 ” 禽 流 感 病 毒 进入 细胞 及 转录 与 复制 


HSN1 禽 流 感 病毒 通过 HA 蛋白 上 的 凝集 素 位 点 与 细胞 表面 含 唾液 酸 的 糖 
蛋白 受 体 结合 ,通过 受 体 介 导 的 细胞 内 吞 作用 进入 细胞 (图 9-27)。 由 于 核 内 体 
(endosome )pH 较 低 ,导致 HA 构象 变化 ,细胞 膜 与 病毒 外 膜 发 生 融 合 ,释放 病毒 
衣 壳 进入 细胞 质 。 流 感 病毒 启动 转录 时 ,病毒 核酸 内 切 酶 将 宿主 细胞 mRNA 5 
端的 帽子 结构 切 下 作为 病毒 RNA 聚合 酶 的 引物 ， 转 录 产 生 6 个 单 顺 反 子 的 
mRNA ,并 翻译 成 HA NA NP 和 三 种 聚合 酶 (PB1、PB2 和 PA)。NS 和 MM 基因 的 
mRNA 进行 拼接 后 ,每 一 个 产生 了 两 个 mRNA, 依 不 同 可 译 框架 (ORF) 进 行 翻 
译 ,产生 NS1 NS2 .ML 和 M2 蛋白 ( 表 9-8)。NA 是 病毒 核 衣 壳 的 主要 成 分 ,MA 
是 主要 结构 和 蛋白 ,存在 于 病毒 霖 膜 内 侧 ,分 为 MI 和 M2。PB1,PB2 和 PA 是 病毒 
复制 酶 的 三 个 主要 组 分 。NS1 和 NS2 为 非 结 构 和 蛋白 ,在 病毒 复制 早期 起 重要 作 
用 ,NS1 蛋白 调节 病毒 RNA 的 合成 .Pre-mRNA 的 运输 、 前 切 及 mRNA 的 翻译 
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有 图 9-27 流感 病毒 A 株 进 入 宿主 细胞 及 其 复制 过 程 图 示 
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过 程 。NS2 蛋白 与 M1 蛋白 相互 作用 ,参与 病毒 复制 周期 的 调控 。 


表 9-8 禽 流 感 病毒 RNA 在 不 同类 型 病毒 中 可 能 编码 不 同 的 蛋白 质 
流感 病毒 编码 组 白 


B 型 


PB2 PBI PI 
PB1l PB2 P2 
PA pA Pp3 
HA HA HE 
NP NP NP 
NA NA,NB 

M1 ,M2 M1 , M2 M 


NS1 ,NS2 Nsl ,Ns2 Nsl ,Nas2 


9.4.3 禽 流 感 病毒 感染 人 类 的 机 制 


有 关 禽 流感 导致 人 类 流感 大 流行 的 机 制 ,目前 主要 有 猪 作为 中 间 宿 主 的 混 
合 器 假说 和 禽 流 感 病毒 直接 感染 人 ( 即 人 本 身 充当 混合 器 ) 两 种 假说 。 研 究 发 
现 , 禽 流感 病毒 跨越 种 属 间 的 屏障 从 家 禽 直 接 感染 人 与 其 基因 的 分 子 结构 的 特 
吻 性 有 关 , 该 病毒 的 基因 组 为 分 多 个 片段 , 极 易 发 生 基因 的 交换 .重组 并 发 生变 
异 ,造成 感染 宿主 和 致 病 性 的 改变 。 

1. HA 受 体 结合 位 点 的 突变 导致 禽 流感 病毒 易于 感染 人 类 细胞 

HA 是 流感 病毒 表面 主要 的 糖 蛋白 ,在 病毒 感染 过 程 中 起 关键 作用 ,因为 病 
毒 借助 HA 对 宿主 细胞 表面 受 体 的 识别 作用 而 吸附 于 被 感染 细胞 的 表面 。 禽 流 
感 病毒 与 宿主 细胞 结合 的 特异 性 与 HA 结合 受 体位 点 的 第 226 位 氨基 酸 密切 
相关 ,如 果 该 位 点 氨基 酸 残 基 为 谷 氨 酰 胶 , 则 表现 为 SAa22,3 Gal 受 体 (禽类 呼 
吸 道上 皮 细 胞 表面 受 体 ) 结 合 特 性 ;但 若 该 位 点 为 亮 氨 酸 , 则 表现 为 SAa22,6 
Gal 受 体 (人 呼吸 道上 皮 细 胞 表面 受 体 ) 结合 特性 ; 若 该 位 点 为 甲 硫 氨 酸 ,对 
SAa22 ,3 Gal 和 SAa22 ,6 Gal 具有 相同 的 结合 能 力 。1997 年 香港 禽 流 感 H5N1 
病毒 就 是 由 于 第 226 位 氨基 酸 由 谷 氨 栈 胺 突变 为 甲 硫 氨 酸 ,使 其 HA 与 受 体 结 
合 的 位 点 发 生变 异 ,导致 流感 病毒 的 宿主 特异 性 改变 ,使 禽 流 感 病毒 直接 感染 
人 细胞 ,对 HS 及 H7 亚 型 高 致 病 力 毒 株 的 核酸 序列 和 氨基 酸 序列 分 析 表 明 ,高 
致 病 力 毒 株 的 HA 在 裂解 位 点 附近 有 多 个 碱 性 氨基 酸 残 基 , 易 被 宿主 蛋白 酶 系 
统 裂 解 为 HA1 和 HA2 , 致 病 性 明显 增强 。 

2. PB2 和 蛋白 627 位 氨基 酸 的 点 突变 导致 人 禽 流 感 病毒 复制 能 力 增强 

禽 流 感 病毒 感染 人 体 细胞 后 必须 进行 有 效 复制 ,以 达到 具有 一 定数 量 的 群 
体 , 才 能 诱发 机 体 的 非特 异性 免疫 反应 ,产生 对 机 体 的 直接 或 间接 的 损伤 作用 。 
而 禽 流 感 病毒 是 否 能 在 人 体 细胞 内 进行 有 效 复制 ， 主 要 与 病毒 复制 酶 (PB1、 
PB2 和 PA) 基因 有 关 。 有 研究 发 现 , 当 PB2 蛋白 基因 来 源 于 人 流感 病毒 ,无 论 其 
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他 基因 片段 来 源 于 禽 流 感 或 人 流感 病毒 ,重组 病毒 在 哺乳 动物 体 细胞 中 都 能 有 
效 复 制 ; 当 PB2 蛋白 基因 来 源 于 AIV 时 ,重组 病毒 则 不 能 在 哺乳 动物 细胞 中 进 
行 有 效 复 制 。 禽 流感 病毒 株 PB2 的 627 位 氨基 酸 都 是 谷 氨 酸 ,而 人 流感 病毒 该 
位 点 上 是 赖 氨 酸 。 香 港 HSN1 毒 株 中 PB2 的 第 627 位 氨基 酸 就 发 生 了 由 谷 氢 酸 
型 向 赖 氨 酸 型 的 转化 ,因此 ,有 人 认为 ,PB2 的 627 位 氨基 酸 是 决定 A 型 流感 病 
毒 宿 主 范围 的 关键 位 点 。 

3. NS1 第 92 位 氨基 酸 的 突变 导致 人 禽 流 感 病毒 致 病 能 力 显著 增 强 

人 离 流 感 H5N1 病毒 感染 后 与 普通 的 人 流感 病毒 相 比 具有 极 强 的 致 病 性 。 
研究 表明 ， 人 禽 流 感 HS5N1 亚 型 病毒 的 高 致 病 性 与 其 非 结 构 蛋 白 有 密切 的 关 
系 。 普 通 流 感 病毒 感染 时 , 非 结 构 蛋 白 (NS1) 产 生 于 机 体 受 感染 的 细胞 ,与 病毒 
复制 产生 的 双 链 RNA 相互 作用 ,产生 的 细胞 内 信和 号 作用 于 RNA 病毒 蛋白 激酶 
(PKR) 以 及 核 因子 NF2KB ,启动 干扰 素 基 因 的 转录 和 干扰 素 的 合成 ,从 而 发 挥 
抗 病毒 的 非特 异性 免疫 作用 。 在 高 致 病 性 的 人 禽 流 感 H5N1 亚 型 病毒 感染 者 体 
内 虽然 存在 高 浓度 的 干扰 素 和 肿瘤 坏死 因子 2a， 这 些 细胞 因子 却 不 能 抑制 或 
杀 死 高 致 病 性 的 人 禽 流 感 病毒 ， 因 为 这 种 病毒 不 仅 对 干扰 素 和 肿瘤 坏死 因子 
2Q 具有 极 强 的 抵抗 力 ,而 且 在 细胞 内 增殖 速度 极 快 ,加 速 了 炎 性 细胞 因子 的 产 
生 , 引 起 全 身 性 炎症 反应 综合 征 ,从 而 表现 出 极 高 的 致 病 力 。 造 成 这 种 现象 的 原 
因 可 能 与 HSN1 亚 型 病毒 的 非 结 构 蛋 白 基因 (NS1 第 92 位 氨基 酸 ) 发 生变 异 有 
关 。 高 致 病 性 的 人 禽 流感 HSN1 病毒 非 结 构 蛋 白 能 诱导 机 体 淋 巴 细胞 凋 亡 , 显 
著 降 低 CD4/CD8 的 比值 ,使 机 体 的 免疫 功能 下 降 ,可 能 也 是 人 禽 流感 HSN1 病 
毒 具有 高 致 病 性 的 原因 之 一 。 但 是 ,目前 尚 不 清楚 非 结构 蛋白 变异 后 ,病毒 通过 
何 种 信号 途径 逃避 细胞 因子 抗 病毒 作用 。 
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9.5.1 SARS-CoV 的 结构 与 分 类 
严重 急性 呼吸 系统 综合 征 (severe acute respiratory syndrome ,SARS) 已 经 证 


明 是 由 SARS 冠状 病毒 引起 (SARS-CoV)。SARS-Coy 属 冠状 病毒 科 (coron- 


aviridase ) .冠状 病毒 属 (coronavims) ,一 般 旺 多 形态 ,病毒 颗粒 直径 在 80~160 
nm, 有 守 膜 , 寺 膜 表面 镶嵌 有 12~24 nm 的 球形 梨 状 或 花瓣 状 纤 突 (Spike), 纤 突 
之 间 有 间隙。 由 于 讲 膜 上 的 纤 突 规则 排列 呈 皇 冠状 , 故 称 为 冠状 病毒 ( 图 9-28)。 
病毒 颗粒 的 历 膜 由 两 层 脂 质 组 成 ,在 两 层 脂 质 中 灸 嵌 有 两 种 糖 蛋白 , 纤 突 蛋白 S 
(又 称 E2) 和 血 凝 素 酯 酶 HE(hemagglutinin estarase, 又 称 E3) ,还 有 膜 蛋 白 M 
(又 称 E1) 和 小 包 膜 糖 蛋白 E(envelope pretein )。 病 毒 粒 子 内 部 为 核 衣 况 蛋 白 N 
和 核 基 因 组 RNA 组 成 的 核 蛋 白 核心 。 

已 知 冠 状 病毒 分 为 3 组 ,第 1 和 第 2 组 为 哺乳 动物 病毒 ,第 3 组 是 禽类 病 
毒 。 基 因 序 列 分 析 表 明 ,SARS-Coy 的 基因 组 序列 与 其 他 三 组 都 存在 很 大 的 差 
异 ,很 难 被 归 人 某 一 组 ( 图 9-29)。 虽 然 有 学 者 认为 它 可 能 是 第 2 组 的 重组 病毒 ， 


现 
代 
分 
子 
生 
物 
学 

se 


r 


Ee 
373 


so wowrwawvanaaa 


二 本 9 疾病 与 人 类 健康 


RNA 


有 图 9-28 冠状 病毒 颗粒 结构 示意 图 
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有 图 9-29 SARS-CoV 病毒 与 其 他 冠状 病毒 的 系统 进化 分 析 


但 也 有 人 认为 SARS-CoV 可 能 是 第 4 组 冠状 病毒 的 代表 。 一般 认 为 SARS-CoV 


最 可 能 来 源 于 动物 ,特别 是 野生 动物 如 果子 狸 蝙蝠 猴 蛇 等 。 


9.5.2 ”SARS-CoV 的 基因 组 结构 


慰 状 病毒 是 最 大 的 RNA 病毒 ,其 基因 组 为 单 股 正 链 RNA, SARS-CoV 基因 
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组 全 长 27~30 kb ,其 $ 端 有 甲 基 化 帽 状 结构 ,前 约 2/3 的 区 域 编码 病毒 RNA 聚 
合 酶 复合 蛋白 ,后 1/3 的 区 域 编 码 病毒 的 结构 蛋白 和 非 结构 蛋白 , 按 基 因 组 上 的 
排列 顺序 依次 为 SE、M.N 蛋白 , 在 S 和 下 之 间 、M 和 NN 之 间 以 及 N 蛋白 基因 
的 下 游 有 一 些 未 知 功能 的 可 译 框 架 , 其 3" 端 有 不 少 于 50 个 碱 基 的 polyA 尾巴 ， 
这 种 结构 与 真 核 生物 mRNA 非常 相似 ， 这 也 是 其 基因 组 RNA 自身 即 可 在 人 体 
细胞 内 发 挥 翻译 模板 作用 的 重要 结构 基础 ,冠状 病毒 整个 结构 蛋白 mRNA 不 存 
在 转录 后 修饰 、 剪 切 等 过 程 ,而 是 直接 在 初级 转录 过 程 中 ,通过 RNA 聚合 酶 和 
某 些 转录 因子 以 一 种 不 连续 转录 机 制 ， 通 过 识别 特定 的 转录 调控 序列 (tran- 
scription regulating sequences,TRS) 有 选择 地 从 反 义 链 RNA 上 一 次 性 转录 得 到 
整个 功能 mRNA。SARS-CoV 全 基因 组 共有 14 个 可 译 框架 。 在 SARS-CoV 的 包 
膜 上 有 3 种 主要 糖 蛋 白 , 即 S 和 蛋白,M 蛋白 和 HE 蛋白 。S 蛋白 被 认为 可 能 是 病 
毒 诱发 机 体 免 疫 系统 产生 特异 性 抗体 和 细胞 毒性 T 细 胞 的 主要 抗原 蛋白 ,参与 
SARS~CoV 侵入 宿主 细胞 的 过 程 。S 蛋白 可 进一步 分 为 S1 和 S2 两 部 分 ,S1 蛋 
白 主 要 与 宿主 细胞 膜 受 体 结合 ,S2 蛋白 介 导 病毒 吉 膜 和 宿主 细胞 膜 融 合 。 


9.5.3 SARS--CoV 的 侵 染 过 程 


SARS-CoV 的 生活 周期 包括 病毒 侵 染 、 复 制 和 组 装 及 分 泌 几 个 阶段 。 在 
SARS-Coy 侵 染 靶 细 胞 时 ,病毒 首先 通过 病毒 赛 膜 上 的 S 蛋白 与 敏感 细胞 的 受 
体 结 合 ,然后 通过 其 编码 蛋白 的 自身 折 释 与 相互 结合 牵引 将 病毒 囊 膜 和 细胞 腊 
拉 近 而 发 生 融 合 , 使 得 病毒 的 遗传 物质 以 内 知 作 用 的 方式 进入 靶 细 胞 。 最 近 的 
研究 发 现 ,ACE2 (血管 紧张 素 转换 酶 工 ) 是 SARS 冠状 病毒 的 一 个 主要 受 体 。 
ACE2 为 依赖 于 锌 离子 的 金属 肽 酶 ， 是 已 知 的 唯一 一 个 在 血压 调节 中 起 关键 作 
用 的 血管 紧张 素 转换 酶 (ACE) 的 同系 酶 ,该 酶 可 将 血管 紧张 素 开 转换 成 血管 紧 
张 素 。ACE2 是 SARS 病毒 进入 细胞 的 主要 节点 ,因此 ACE2 成 为 对 SARS 进行 
药理 干预 的 首选 目标 .SARS 冠状 病毒 S 蛋白 的 S1 亚 单 位 既 具 有 与 靶 细 胞 受 体 
结合 的 功能 ,又 具有 中 和 抗原 表 位 。 所 以 ,针对 $1 亚 单 位 的 特异 性 抗体 能 够 中 
和 SARS 冠状 病毒 感染 。 

SARS-CoV 病毒 侵入 细胞 后 基因 组 被 释放 到 细胞 质 中 ,其 转录 和 复制 在 细胞 
质 中 完成 。 病 毒 首先 直接 从 其 基因 组 RNA 翻译 出 RNA 依赖 的 RNA 聚合 酶 。 该 
聚合 酶 随后 会 以 病毒 基因 组 RNA 为 模板 合成 负 链 RNA ,之 后 再 以 新 合成 的 负 链 
RNA 为 模板 转录 生成 新 的 病毒 基因 组 RNA。 同 时 该 聚合 酶 还 会 以 负 链 基因 组 
RNA 为 模板 从 基因 组 RNA 的 多 个 位 点 起 始 转录 ， 产 生 5~7 个 亚 基因 组 mRNA 组 
分 。 亚 基因 组 RNA 都 具有 $' 端 甲 基 化 帽 状 结构 和 3' 端 poly A 尾 结构 , 且 长 度 呈 递 
减 分 布 。 除 最 短 的 mRNA 为 单 顺 反 子 外 其 余 的 均 为 多 顺 反 子 , 可 以 合成 多 聚 蛋白 前 
体 ,这些 多 聚 蛋白 再 由 病毒 和 宿主 的 蛋白 切割 ,最 终 形成 大 小 不 同 的 功能 蛋白 质 。 

SARS-CoV 病毒 的 赛 膜 蛋白 在 粗 面 内 质 网 内 翻译 ,同时 发 生 N- 糖 基 化 ,并 
在 粗 面 内 质 网 的 表面 聚合 形成 非 共 价 的 同 源 三 聚 体 。 随 后 被 运输 到 高 尔 基 复合 
体 中 进行 高 甘露 糖 的 低 聚 糖 基 化 修饰 ,同时 部 分 区 域 连接 未 端 糖 基 并 发 生 脂 酰 
化 。 成 熟 的 赛 膜 蛋白 主要 集中 在 高 尔 基 体 ,少量 可 以 被 转运 至 细胞 膜 表面 引起 
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被 感染 细胞 间 发 生 膜 融合 而 形成 合 胞 体 。 在 病毒 蛋白 合成 的 同时 ,病毒 基因 组 
进行 复制 , 当 病 毒 蛋 白 和 基因 组 完成 翻译 和 复制 时 , 子 代 基 因 组 RNA 通过 基因 
组 中 的 包装 信号 与 新 合成 的 N 蛋白 结合 ， 形 成 螺旋 状 的 核 衣 壳 之 后 再 通过 M 
蛋白 的 作用 与 宫 膜 结 组 装 出 芽 。 在 病毒 粒子 的 出 芽 过 程 中 ,M.S 丰 蛋白 嵌入 到 
病毒 粒子 的 寺 膜 中 ,形成 的 子 代 病 毒 粒 子 经 细胞 膜 融合 而 释放 到 细胞 外 完成 其 
生命 周期 (图 9-30)。 
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和 图 9-30 冠状 病毒 的 生活 周期 图 示 


9.5.4 SARS-CoV 的 起 源 及 变异 


目前 ,SARS-CoV 的 起 源 仍 不 明了 ,但 是 ,我 国 广东 的 一 项 调查 显示 ,70% 的 
果子 狸 携带 SARS-CoV ,而 40% 的 野生 动物 经 销 商 体内 都 含有 SARS-CoV 的 抗 
体 ,其 中 单 营 果子 狸 者 SARS 冠状 病毒 感染 率 为 58% ,明显 高 于 单 营 蛇 类 者 ,上 暗 
示 果 子 狸 可 能 是 SARS 病毒 的 重要 载体 ,基因 组 比较 结果 表明 ,果子 狸 的 SARS 
样 病毒 比 人 类 的 SARS-CoV 多 29 个 核 苷 酸 。 从 进化 的 角度 看 ,果子 狸 SARS 样 
病毒 比 人 的 SARS-CoV 更 原始 ， 所 以 认为 动物 的 SARS 样 病毒 是 人 类 SARS- 
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CoV 的 前 体 。 有 研究 表明 ,从 蝙蝠 、 猴 .果子 狸 . 蛇 老鼠 和 禽 体 内 都 可 扩 增 出 与 
人 类 SARS 病毒 高 度 同 源 的 基因 片段 ,因此 ,人 SARS-CoV 的 最 终 源头 问题 有 得 
于 进一步 研究 。 


9.6 ”基因 治疗 


人 类 疾病 的 发 生 ,其 实 都 是 人 体 细胞 中 自身 基因 的 改变 或 由 外 源 病原 体 的 
基因 产物 与 人 体 基因 相互 作用 的 结果 。 因 此 ,长 期 以 来 ,科学 家 设想 人 类 能 否 最 
终 运用 遗传 物质 ,无 论 是 人 类 自身 的 或 是 外 源 遗 传 物质 来 治疗 疾病 ,纠正 人 体 
本 身 基 因 结 构 或 功能 上 的 错乱 ,阻止 病菌 的 侵 染 , 杀 灭 病变 的 细胞 或 抑制 外 源 
病原 体 遗 传 物 质 的 复制 ,保证 人 体 健 康 。 


9.6.1 基因 治疗 的 主要 途径 


1990 年 ,科学 家 第 一 次 用 反 转 录 病 毒 为 载体 ,把 腺 苷 脱 氨 酶 基因 (ADA) 导 
和 人 来 自 患 者 自身 的 T- 淋 巴 细胞 ,经 扩 增 后 输 回 患者 体内 ,获得 了 成 功 。5 年 后 ， 
患者 体内 10% 的 造血 细胞 呈 4DA 基因 阳性 ,除了 还 需 服 用 小 剂量 的 ADA 蛋白 
之 外 ,其 他 体征 都 正常 。 这 一 成 功 标志 着 基因 治疗 时 代 的 开始 。 那 么 ,基因 治疗 
为 什么 具有 诱 人 的 前 景 , 它 与 基因 工程 究竟 有 什么 差别 呢 ? 

基因 工程 是 将 具有 应 用 价值 的 基因 , 即 “ 目 的 基因 " ,装配 在 具有 表达 元 件 
的 特定 载体 中 ,导入 相应 的 宿主 如 细菌 .酵母 或 哺乳 动物 细胞 中 ,在 体外 进行 扩 
增 , 经 分 离 .纯化 后 获得 其 表达 的 蛋白 产物 。 基 因 治 疗 是 将 具有 治疗 价值 的 基 
因 , 即 “治疗 基因 "装配 于 带 有 在 人 体 细胞 中 表达 所 必 备 元 件 的 载体 中 ,导入 人 
体 细胞 ,直接 进行 表达 。 进行 基因 治疗 时 无 需 对 表达 产物 进行 分 离 纯化 ,因为 人 
细胞 本 身 可 以 完成 这 个 过 程 。 

基因 工程 的 “目的 基因 ”主要 是 可 分 泌 和 蛋白 ,如 生长 因子 .多肽 类 激素 .细胞 
因子 可 溶性 受 体 等 ,而 非 分 泌 性 蛋白 ,如 受 体 、 各 种 酶 转录 因子 .细胞 周期 调 
控 和 蛋白 \ 原 癌 基 因 及 抑 癌 因子 等 ,由 于 它们 不 能 有 效 地 进入 细胞 而 不 能 被 应 用 
于 基因 工程 。 基 因 治 疗 却 不 受 上 述 限 制 。 几 乎 所 有 的 基因 ,只 要 它 具 有 治疗 作 
用 ,理论 上 均 可 应 用 于 基因 治疗 。 

基因 工程 的 操作 全 部 在 体外 完成 ,基因 治疗 则 必须 将 基因 直接 导入 人 体 细 
胞 。 这 不 仅 在 技术 上 具有 很 大 难度 ,而 且 在 有 效 性 与 安全 性 方面 提出 了 更 为 苛 
刻 的 要 求 。 

基因 治疗 主要 有 ex vivo 和 in vivo 两 条 途径 。 

1. ex vivo 途径 

这 是 指 将 含 外 源 基 因 的 载体 在 体外 导 人 人 人体 自身 或 异体 (异种 ) 细 胞 ,这 种 
细胞 被 称 为 “基因 工程 化 的 细胞 ”, 经 体外 细胞 扩 增 后 输 回 人 体 。 这 种 方法 易于 
操作 ,而 且 因 为 细胞 扩 增 过 程 中 对 外 源 添加 物质 的 大 量 稀释 ,不 容易 产生 不 良 
反应 。 同 时 ,治疗 中 用 的 是 人 体 细胞 ,尤其 是 自体 细胞 ,安全 性 好 。 但 是 ,这 种 方 
法 不 易 形成 规模 ,而 且 必 须 有 固定 的 临床 基地 。 
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2. in vivo 途径 

这 是 将 外 源 基 因 装 配 于 特定 的 真 核 细 胞 表达 载体 上 ,直接 导 人 人 体内 。 这 
种 载体 可 以 是 病毒 型 或 非 病 毒 型 ,其 至 是 裸 DNA。 这 种 方式 非常 有 利于 大 规模 
工业 化 生产 。 但 是 ,对 这 种 方式 导入 的 治疗 基因 以 及 其 载体 必须 证 明 其 安全 性 ， 
而 且 导 入 体内 之 后 必须 能 进入 靶 细 胞 ,有效 地 表达 并 达到 治疗 目的 。 因此 ,在 技 
术 上 要 求 很 高 ,其 难度 明显 高 于 ex vivo 模式 。 


9.6.2 基因 治疗 中 的 病毒 载体 


用 于 基因 治疗 的 病毒 载体 应 具备 以 下 基本 条 件 ， 

Qa 携带 外 源 基 因 并 能 装配 成 病毒 颗粒 。 

@) 介 导 外 源 基 因 的 转移 和 表达 。 

多 对 机 体 没 有 致 病 力 。 

因为 大 多 数 野生 型 病毒 对 机 体 都 具有 致 病 性 ,需要 对 其 进行 改造 后 才能 被 
用 于 人 体 。 理论 上 ,各 种 类 型 的 病毒 都 能 被 改造 成 病毒 载体 ,但 由 于 病毒 的 多 样 
性 及 与 机 体 之 间 复 杂 的 依存 关系 ,人 们 至 今 对 许多 病毒 的 生活 周期 .分 子 生物 
学 .与 疾病 发 生发 展 的 关系 等 的 认识 还 很 不 全 面 , 从 而 限制 了 许多 病毒 发 展 成 
为 具有 实用 性 的 载体 。 到 目前 为 止 ,只 有 少数 几 种 病毒 如 反 转 录 病 毒 . 腺 病毒 及 
腺 病毒 伴随 病毒 ,疱疹 病毒 (包括 单纯 疱疹 病毒 , 痘 苗 病毒 及 EB 病毒 ) 等 被 成 功 
地 改造 成 为 基因 转移 载体 。 

1. 病毒 载体 的 产生 

研究 病毒 载体 首先 要 对 病毒 的 基因 组 结构 和 功能 有 充分 的 了 解 ,最 好 在 获 
得 病毒 基因 组 全 序列 信息 的 基础 上 进行 。 病 毒 基 因 组 可 分 为 编码 区 和 非 编码 
区 ,编码 区 的 序列 产生 病毒 的 结构 蛋白 和 非 结构 蛋白 。 根 据 其 对 病毒 感染 性 复 
制 的 影响 ,又 可 分 为 必需 基因 和 非 必 需 基因 。 非 编码 区 中 含有 病毒 进行 复制 和 
包装 等 功能 所 必需 的 顺 式 作用 元 件 。 各 种 野生 型 病毒 颗粒 都 具有 一 定 的 包装 容 
量 , 即 对 所 包装 的 病毒 基因 组 的 长 度 有 一 定 的 限制 。 一 般 来 说 ,病毒 包装 容量 不 
超过 自身 基因 组 大 小 的 105%~110%。 

最 简单 的 办 法 是 将 适当 长 度 的 外 源 DNA 插入 病毒 基因 组 的 非 必需 区 , 包 
装 成 重组 病毒 颗粒 。 有 科学 家 将 4.5kb 的 lacZ 基因 表达 盒 插入 HSV-1 病毒 的 
UL44( 编 码 糖 蛋白 C) 基 因 的 Xba I 位 点 中 ,构建 成 重组 HSV 病毒 。 由 于 UL44 
基因 产物 对 于 HSV 在 培养 细胞 中 产 毒 性 感染 是 非 必 需 的 ,因此 ,该 重组 病毒 可 
以 在 细胞 中 增殖 传代 。 用 这 种 重组 病毒 感染 细胞 ,发 现 lacZ 基因 能 进入 细胞 并 
得 到 高 效 表 达 。 

然而 ,这 样 的 重组 病毒 作为 基因 转移 载体 有 许多 缺点 , 首先 ,许多 野生 型 病 
毒 可 通过 在 细胞 中 的 复制 而 导致 细胞 裂解 死亡 ,或 带 有 病毒 癌 基 因而 使 细胞 发 
生 转 化 ,必须 经 过 改造 使 其 成 为 复制 缺陷 型 病毒 并 且 删 除 致癌 基因 后 才能 用 于 
基因 治疗 。 其 次 ,插入 外 源 DNA 的 长 度 受 到 很 大 限制 ,尤其 对 于 基因 组 本 身 较 
小 的 病毒 如 腺 病毒 伴随 病毒 (4.7 kb) \ 反 转录 病毒 (8~10 kb) 、 腺 病毒 (36 kb), 
如 果 不 去 除 病 毒 基因 ,可 供 外 源 DNA 插入 的 容量 就 很 小 ,要 删除 更 多 的 病毒 基 
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因 以 腾 出 空间 以 插入 较 大 的 外 源 DNA。 为 了 增加 病毒 载体 插入 外 源 DNA 的 容 
量 ,除了 删除 病毒 的 非 必需 基因 外 ,还 可 以 进一步 删 去 部 分 或 全 部 必需 基因 ,这 
些 必 需 基因 的 功能 由 辅助 病毒 或 宿主 细胞 提供 。 

2. 病毒 载体 的 分 类 

(1) 重组 型 病毒 载体 ”这 类 载体 以 完整 的 病毒 基因 组 为 改造 对 象 ,在 不 改 
变 病毒 复制 和 包装 所 需 的 顺 式 作 用 元 件 的 情况 下 ,有 选择 性 地 删除 病毒 的 某 些 
必需 基因 ,尤其 是 前 早期 或 早期 基因 以 控制 其 表达 ,所 缺失 的 必需 基因 的 功能 
由 同时 导入 细胞 中 的 外 源 基因 表达 单位 提供 。 一 般 通 过 同 源 重 组 方法 将 目的 基 
因 插 人 到 病毒 基因 组 中 。 

(2) 无 病毒 基因 的 病毒 载体 这 类 载体 可 以 看 做 是 重组 病毒 载体 的 一 种 
极端 减 毒 情况 ,往往 由 重组 载体 和 辅助 系统 组 成 。 重 组 载体 主要 由 外 源 基 因 
表达 盒 .病毒 复制 和 包装 所 必需 的 顺 式 作用 元 件 及 载体 骨架 组 成 。 辅 助 系 统 
包括 病毒 复制 和 包装 所 必需 的 所 有 反 式 作用 元 件 。 在 辅助 系统 的 作用 下 , 重 
组 载体 以 特定 形式 ( 单 链 或 双 链 DNA 或 RNA ) 被 包装 到 不 含有 任何 病毒 基因 
的 病毒 颗粒 中 。 这 类 载体 的 优点 在 于 载体 病毒 本 身 安 全 性 好 ,容量 大 。 缺点 在 
于 往往 需要 辅助 病毒 参与 载体 DNA 的 包装 ,造成 终 产 品 中 辅助 病毒 污染 , 影 
响 其 应 用 。 

3. 病毒 载体 在 基因 治疗 中 的 应 用 

据 不 完全 统计 , 自 1990 年 开展 第 一 例 人 体 基因 治疗 以 来 ,已 进行 了 数 百 项 
基因 治疗 临床 试验 ,涉及 患者 上 千 人 ,其 中 2/3 以 上 的 临床 方案 应 用 了 病毒 载体 
进行 基因 导入 。 不 同 的 病毒 载体 具有 特定 的 生物 学 功能 ,决定 了 其 在 基因 治疗 
中 的 应 用 , 表 9-9 列举 了 常用 的 病毒 载体 的 特性 和 适用 范围 。 


表 9-9 常用 病毒 载体 的 特性 和 适用 范围 


反 转 录 病 毒 载体 可 感染 分 裂 细 胞 ex vivo 基因 治疗 


整合 到 染色 体 中 
表达 时 间 较 长 肿瘤 基因 治疗 
有 致癌 的 危险 

腺 病毒 载体 可 感染 分 裂 和 非 分 裂 细胞 in vivo 基因 治疗 
不 整合 到 染色 体 中 
外 源 基因 表达 水 平 高 肿瘤 基因 治疗 
表达 时 间 较 短 疫苗 
免疫 原 性 强 

腺 病毒 伴随 病毒 载体 ”可 感染 分 裂 和 非 分 裂 细胞 in vivo 基因 治疗 
整合 到 染色 体 中 
无 致 病 性 ,免疫 原 性 弱 ex vivo 基因 治疗 
可 长 期 表达 外 源 基因 
在 骨骼 肌 \ 心 肌 、 肝 、 视 网 膜 等 组 织 遗传 病 基因 治疗 
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生物 学 特性 


中 表达 水 平 较 高 获得 性 慢性 疾病 的 基因 治疗 
疱疹 病毒 载体 具 嗜 神经 性 ,可逆 轴 突 传递 神经 系统 疾病 的 基因 治疗 

可 潜伏 感染 

容量 大 肿瘤 的 基因 治疗 


可 感染 分 裂 和 非 分 裂 细 胞 


4. 基因 治疗 中 的 问题 

基因 治疗 要 取得 突破 ,必须 在 基因 导 人 人 系统、 基因 表达 的 可 控 性 及 获得 更 
多 更 好 的 治疗 基因 这 三 个 方面 下 工夫 。 

(1) 靶 向 性 基因 导 人 系统 ”基因 治疗 中 的 关键 问题 是 必须 将 治疗 基因 送 
入 特定 的 靶 细 胞 ,并 在 该 细胞 中 得 到 高 效 表达 。 这 对 于 恶性 肿瘤 治疗 尤为 重要 ， 
如 果 不 能 有 效 地 将 治疗 基因 导 人 大 多 数 肿 瘤 细 胞 , 则 至 少 要 求 它 尽 可 能 不 进 人 
或 较 少 进入 正常 细胞 。 因 此 ,目前 针对 恶性 肿瘤 的 免疫 基因 治疗 仍 按 ex vivo 形 
式 操 作 ,很 少 有 体内 直接 导入 的 治疗 模式 。 病 毒 型 载体 中 , 除 直接 注射 人 瘤 体 
外 , 若 用 全 身 给 药 ,在 肿瘤 细胞 中 分 布 极 低 ,很 难 期 望 达到 治疗 作用 。 当 务 之 急 ， 
是 要 尽快 建立 靶 向 性 导 人 系统。 

(2) 外 源 基 因 表 达 的 可 控 性 由 于 电 脉冲 介 导 裸 DNA 技术 的 改进 ， 科 学 
家 已 能 将 许多 基因 ,如 分 泌 性 蛋白 基因 (包括 生长 因子 .激素 .细胞 因子 ,可 溶性 
受 体 ) 导 和 人 肌肉 并 维持 相当 时 间 的 表达 ,已 达到 可 发 挥 药 效 的 水 平 。 但 是 ,如 果 
这 些 基 因 导 和 人 后 表达 处 于 无 调控 状态 ,将 会 造成 严重 后 果 。 

最 理想 的 可 控 性 是 模拟 人 体内 基因 本 身 的 调控 形式 。 这 是 今后 长 期 的 追求 
目标 ,需要 全 基因 或 包括 上 下 游 的 调控 区 及 内 含 子 序 列 ,将 对 导 人 基因 的 载体 
系统 产生 严峻 的 挑战 ,因为 今后 设计 的 载体 需 有 几 十 kb 甚至 上 百 kb 的 包装 能 
力 , 表 8-9 中 列举 了 已 报道 的 诱导 系统 ,其 基本 原理 如 图 9-31 ,其 中 大 部 分 仅 在 
体外 有 效 。 以 酵母 gal 4 系统 为 例 , 在 目的 基因 上 游 区 接 上 gal 4 的 顺 式 元 件 , 所 
用 的 激活 蛋白 是 一 个 带 有 疱疹 病毒 VYP16/gal 4 DNA 结合 区 的 孕 酮 受 体 的 变异 
体 。 该 变异 体 (PR-LBDA ) 只 能 与 孕 酮 的 持 抗 剂 (RU486) 结 合 而 不 与 孕 酮 或 其 
他 衍生 物 结合 。 当 体系 中 不 存在 RU486 时 ,治疗 基因 的 表达 水 平 极 低 ; 而 给 予 
RU486 后 ,RU486 与 PR-LBD 信 结合 ,激活 VP16, 杂 种 激活 蛋白 形成 二 体 并 通 
过 gal 4 DNA 结合 区 与 治疗 基因 上 游 区 的 gal 4 顺 式 元 件 结 合 ,启动 治疗 基因 的 

(3) 治疗 基因 过 少 ”目前 用 于 临床 试验 的 治疗 基因 数量 很 少 , 绝 大 部 分 多 
基因 疾病 ,如 恶性 肿瘤 、 高 血压 、 糖 尿 病 、 冠 心病 ,神经 退行 性 疾病 的 致 病 基因 还 
有 待 阐明 ,因此 ,可 选择 的 靶 基因 不 多 。 只 有 尽快 发 现 并 克隆 大 量 的 功能 基因 
迅速 确定 其 调控 序列 ,基因 治疗 才能 获得 更 大 的 发 展 。 
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| 全 一 小 分 子 诱导 物 

A “活化 ”功能 区 
区 A' 一 一 被 激活 的 活化 功能 区 
B 一 一 DNA 结合 区 

CIS 一 一 基因 远 端 的 顺 式 元 件 
已 一 一 启动 子 

G 一 一 目的 基因 


有 图 9-31 导入 基因 的 表达 诱导 框架 图 


9.6.3 ”基因 治疗 中 的 非 病毒 载体 


病毒 载体 存在 许多 不 足 ,主要 体现 在 免疫 原 性 高 .毒性 大 .目的 基因 容量 
小 \ 靶 向 特异 性 差 ,制备 较 复 杂 及 费用 较 高 等 。 现 在 ,人 们 愈 来 愈 重视 人 工 合成 
的 非 病 毒 载体 的 研究 。 目 前 常用 的 非 病 毒 载 体 包 括 裸 DNA (naked DNA) 脂 质 
体 载体 (liposome vector) 及 阳离子 多 聚 物 型 载体 (cationic polymer vector) 等 。 

1. 裸 DNA 

裸 DNA ,又 称 自 由 DNA ,是 结构 最 简单 的 非 病毒 载体 。 使 用 裸 DNA 进行 基 
因 治 疗 的 最 大 困难 在 于 如 何 将 目的 基因 导入 相应 的 细胞 并 得 到 有 效 而 长 期 的 
表达 。 主 要 通过 物理 或 机 械 方法 (如 直接 注射 或 基因 枪法 ) 将 DNA 导入 适当 部 
位 (如 皮肤 .骨骼 肌 、 肝 、 支 气管 内 心肌 和 瘤 体 内 )。 当 用 于 激发 免疫 反应 时 又 称 
为 DNA 疫苗 (DNA vaccine) ,是 一 种 非常 有 希望 的 疫苗 方式 。 

基因 枪 方法 又 叫 微粒 麦 击 技术 , 它 采 用 能 自发 吸收 DNA 的 钨 或 金 微粒 , 通 
过 高 压 电 所 产生 的 高 能 电弧 促使 被 DNA 包 庄 着 的 金属 颗粒 产生 极 高 的 速度 ， 
有 效 穿 透 单 细胞 层 或 靶 器 官 从 而 将 DNA 导入 培养 细胞 或 动物 组 织 中 。 
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裸 DNA 虽 能 有 效 运转 并 表达 目的 基因 ， 但 缺乏 靶 向 性 ， 并 且 只 能 在 局 部 作 
用 ,不 能 转 染 大 量 细 胞 ,经 常 需要 进行 外 科 手 术 以 暴露 靶 器 官 ,使 用 时 局 限 性 较 大 。 

2. 脂 质 体 /DNA 复合 物 

脂 质 体 是 具有 双 层 膜 的 封闭 式 粒 子 ， 它 们 能 促进 极 性 大 分 子 穿 透 细胞 膜 。 
根据 脂 质 体 包 里 DNA 的 方式 不 同 可 将 脂 质 体 分 为 阳离子 脂 质 体 、 阴 离子 脂 质 
体 .pH 敏感 脂 质 体 及 融合 脂 质 体 等 。 

阳离子 脂 质 体 是 目前 最 常用 的 脂 质 类 型 , 它 主 要 由 带 正 电 荷 的 脂 质 及 中 性 
辅助 脂 质 组 成 ,两 者 通常 是 等 物质 的 量 混合 。 由 于 电荷 的 相互 作用 ,阳性 电荷 的 
脂 质 体 和 带 负 电荷 的 DNA 之 间 可 以 有 效 地 形成 复合 物 ， 制 备 时 只 需 将 两 者 直 
接 混合 形成 复合 物 ,不 受 基 因 体 积 大 小 的 限制 。 

脂 质 的 化 学 结构 .组 成 对 载体 的 活性 和 毒性 有 很 大 的 影响 。 具 有 多 个 正 电荷 
头 部 的 脂 质 体 转 染 率 较 高 ,这 可 能 是 因为 它 与 DNA 结合 更 牢固 。 脂 质 体 在 酸性 环 
境 中 与 细胞 膜 结合 能 力 大 大 降低 ,在 细胞 间 的 转运 也 取决 于 脂 质 体 中 类 脂 的 成 分 。 
DC-Chol/DOPE 阳离子 脂 质 体 是 第 一 个 被 批准 用 于 人 体 的 脂 质 体 。 由 于 制备 技术 
的 不 稳定 性 ,对 靶 细 胞 的 毒性 和 试剂 价格 较 贵 等 原因 ,其 应 用 受到 了 一 定 的 限制 。 

细胞 摄取 脂 质 体 主要 通过 内 吞 途径 ， 脂 质 体 与 其 内 含 物 遇 到 溶 酶 体 即 被 降 
解 。pH 敏感 脂 质 体 可 在 一 定 程度 上 避免 溶 酶 体 降解 并 增加 DNA 摄取 量 和 稳定 
性 。pH 敏感 脂 质 体 的 原理 是 酸性 条 件 下 脂肪 酸 羧基 质子 化 ,形成 六 角 晶 相 发 生 
膜 融合 。 在 形成 内 吞 小 泡 进 入 溶 酶 体 之 前 ,由 于 pH 从 7.4 降 至 5.3~6.3,pH 敏感 
脂 质 体 与 内 吞 小 泡 膜 融合 ， 将 内 含 物 导 人 胞 质 。 这 类 脂 质 体 主要 由 二 油 酰 胆 碱 
(DOPE) 胆固醇 和 油 酸 以 4:4:2( 物 质 的 量 比 ) 组 成 , 脂 质 成 分 中 常用 的 DOPE 决 
定 了 脂 质 体 在 中 性 条 件 下 的 稳定 性 和 酸性 条 件 下 与 细胞 融合 的 能 力 。 

pH 敏感 脂 质 体 虽然 通过 静电 吸附 与 细胞 膜 产 生 非特 异性 相互 作用 ， 转 运 
效率 比 普通 脂 质 体高 ,但 实际 上 也 只 有 10% 的 基因 释放 至 细胞 质 中 ,其余 仍 在 
溶 酶 体 中 降解 。 

3. 多 聚 物 /DNA 复合 物 

由 于 DNA 带 负 电 ,利用 阳离子 多 聚 体 的 氨基 基 团 的 正 电荷 与 DNA 的 磷酸 
基 团 结合 发 生 电 性 中 和 ， 可 以 使 DNA 缩合 形成 稳定 的 多 聚 复合 物 (polyplex)， 
不 易 被 核酸 酶 降解 ,并 可 防止 沉淀 ,从 而 提高 转 染 效率 。 此 外 ,复合 体 大 小 约 
80~100 nm, 带 正 电 荷 ,可 与 细胞 表面 带 负 电荷 的 受 体 结合 ,因此 能 有 效 地 被 内 
否 摄 人 , 介 导 基因 转移 。 常 见 的 阳离子 多 聚 体 有 多 聚 左 旋 赖 氨 酸 、 鱼 精 蛋 白 .组 
蛋白 .多 聚 乙 胺 、 多 聚 乙烯 亚 胺 和 星 状 树 突 体 等 ,可 以 分 别 形成 线 型 .分 枝 型 . 球 
型 或 类 球体 状 结构 。 虽 然 多 聚 阳离子 型 载体 系统 具有 合成 比较 方便 安全 无 毒 
的 特点 ,但 是 ,单独 使 用 多 聚 阳离子 同样 具有 基因 转移 组 织 特异 性 和 靶 向 性 差 、 
体内 基因 转移 效率 较 低 等 缺点 ,有 待 于 进一步 改善 和 提高 。 

4. DNA 微 球体 (DNA-nanospheres) 

白明 胶 和 聚 氨 基 葡萄 糖 等 生物 高 聚 物 属 阳 离子 复合 物 ， 能 与 DNA 形成 大 
小 为 200~750 nm 的 微 球 体 复 合 物 。 白 明胶 和 聚 氨 基 葡萄 糖 等 有 如 下 特点 :中 它 
们 是 可 降解 生物 材料 ;CIDNA 可 均一 的 分 布 在 微 球体 中 , 免 于 被 DNA 酶 降解 ， 
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癌症 已 经 成 为 威胁 人 类 健康 的 主要 杀手 ,根据 你 所 了 解 的 知识 , 简 述 癌症 为 
何 具有 如 此 大 的 危害 ? 对 于 癌症 的 防治 为 何如 此 困难 ? 


. 如果 你 是 一 家 生物 技术 公司 的 CE0 或 者 负责 技术 的 高 层 人 员 ， 有 人 向 你 推荐 一 种 


治疗 癌症 的 特效 药 ,寻求 与 你 们 公司 合作 。 你 将 在 哪些 方面 对 这 种 药物 进行 评价 ? 


. HIY 是 通过 攻击 人 体内 T4- 淋 巴 细胞 ， 使 人 体 的 免疫 系统 遭 到 破坏 而 致 病 


的 。 能 不 能 对 艾滋 病 患 者 进行 定时 输入 通过 基因 工程 生产 的 特定 T4- 淋 巴 
细胞 而 延长 其 生命 ? 主要 存在 哪些 技术 上 的 障碍 ? 


: 人 类 为 防治 HIV 作 了 大 量 的 工作 ,但 是 HIV 用 高 的 变异 速度 以 逃避 人 体 的 


免疫 系统 和 药物 ,为 什么 HIV 的 变异 如 此 之 快 ? HIV 的 变异 有 无 规律 ? 主要 
在 哪些 方面 发 生变 异 ? 


. 不 同人 感染 HIV 和 HBV 在 人 体内 潜伏 的 时 间 存 在 很 大 差异 ,有 哪些 原因 ? 
. HIV 最 初 的 宿主 是 猩猩 ,而 猩猩 与 人 类 的 基因 组 几乎 完全 相同 。 问 为 何 HIV 在 


这 两 种 生物 中 有 不 同 的 危害 ? 人 类 是 否 可 借助 猩猩 抵御 HIV 的 方式 防治 HIV? 


.比较 SARS-CoV 引起 的 非典 和 人 禽 流感 , 哪 种 病 在 流行 上 易于 控制 ? 为 什么 ? 


8 . 病毒 致癌 基因 很 多 是 宿主 本 身 的 原 癌 基 因 ,这 种 选择 对 于 病毒 本 身 有 何 意义 ? 


10 . 


. 基因 治疗 比较 难于 推广 应 用 的 主要 原因 是 载体 。 简 述 病毒 载体 和 非 病毒 载 


体 的 优 缺点 并 加 以 比较 。 

假如 你 得 到 一 个 据说 通过 改造 并 适合 作为 基因 治疗 载体 的 病毒 ， 你 将 如 何 
分 析 这 种 可 行 性 ? 主要 在 哪些 方面 作 改 造 ? 你 将 如 何 测 试 改造 后 的 病毒 载体 
的 效率 和 安全 性 ? 
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基因 与 发 育 


10.1 免疫 系统 发 育 及 免疫 球 蛋 白 基 因 表达 


免疫 系统 是 动物 的 主要 防御 系统 ,包括 淋巴 细胞 (lymphocyte， 
分 B- 淋 巴 细胞 和 T- 淋 巴 细 胞 ) 及 组 织 相 容 性 抗原 两 部 分 。 另 外 ， 
巨星 细胞 (macrophage) 也 参与 免疫 反应 B- 淋 巴 细胞 由 骨髓 产生 ， 
主要 功能 是 制造 用 于 对 付 外 来 抗原 的 抗体 ， 它 专 一 地 识别 相应 的 
抗原 。T- 淋 巴 细 胞 产生 于 胸腺 (thymus) , 它 的 主要 功能 是 产生 T- 
淋巴 细胞 受 体 ,识别 产生 抗体 的 B- 淋 巴 细胞 ,以 帮助 巨 吃 细 胞 发 
挥 功 能 。 生 物 有 机 体 还 具有 一 套 特定 的 组 织 相 容 性 抗原 (histo- 
compatibility antigen)， 保 证 机 体 根 据 组 织 相 容 性 抗原 的 类 型 识别 
自身 细胞 和 异 源 细胞 ,参与 淋巴 细胞 及 其 他 许多 细胞 间 的 反应 。 

抗体 .T- 淋 巴 细 胞 受 体 和 组 织 相 容 性 抗原 是 免疫 系统 中 3 种 
最 重要 的 成 分 。 这 3 类 蛋白质 有 一 个 共同 的 特点 :多样 性 。 由 于 每 
类 蛋白质 都 由 一 个 巨大 的 基因 家 族 编码 ， 它 们 各 自 具 有 许多 变异 
型 。 在 抗体 和 -淋巴 细胞 受 体 中 ,基因 片段 重 排 导 致 了 所 编码 蛋 
白质 的 多 样 性 。 


10.1.1 背 椎 动物 多 疫 系统 


脊椎 动物 免疫 系统 产生 的 抗体 能 识别 和 结合 数 百 万 种 潜在 的 
“ 非 本 身 " 的 抗原 分 子 (antigen) ,这 意味 着 免疫 系统 细胞 要 合成 数 
量 巨大 的 抗体 分 子 (antibody)。 因 为 抗体 是 一 种 蛋白 质 , 它 的 结构 
由 相应 的 基因 决定 ， 数 目 巨大 的 抗体 分 子 是 否 来 自 相应 数目 的 基 
因 呢 ? 事实 上 ， 生 物体 内 参与 抗体 合成 的 基因 数目 远 小 于 抗体 数 


10.1 免疫 系统 发 育 及 免疫 球 蛋 白 基 因 表 达 > 


目 。 那 么 ,少量 的 基因 通过 什么 样 的 调控 机 制 表 达 了 数目 巨大 的 抗体 分 子 呢 ? 痊 
椎 动物 抗体 基因 的 表达 与 多 样 性 问题 是 近 20 年 来 分 子 生物 学 界 人 研究 的 中 心 议 
是 之 一 。 
生物 体内 存在 着 两 条 不 同 的 免疫 途径 :一 是 体液 免疫 (humoral immunity)， 
-是 细胞 免疫 (cellular immunity)。 在 循环 体系 免疫 中 ,B- 淋 巴 细胞 首先 识别 外 
源 致 病因 子 或 其 他 任何 形式 的 抗原 ,通过 浆 细 胞 ( 即 成 熟 B- 淋 巴 细 胞 ) 分 泌 出 
能 溶 于 血液 蛋白 质 中 的 免疫 球 和 蛋白 (immunoglobulin,Ig)。 这 些 被 称 作 抗体 的 Ig 
分 子 通过 特定 的 结合 位 点 形成 抗原 -抗体 复合 物 , 最 终 被 巨星 细胞 所 吞 叭 ,Ig 可 
占 血液 总 蛋白 的 20%。 在 细胞 水 平 免疫 体系 中 ,抗原 受 体 细胞 产生 出 类 似 Ig, 紧 
密 结合 在 细胞 膜 表 面 的 蛋白 质 分 子 。 这 些 抗 体 分 子 能 与 T- 淋 巴 细 胞 表面 的 受 
体 专 一 结合 ,最 终 导致 整个 感染 细胞 被 后 者 降解 (图 10-1)。 
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有 图 10-1 生物 体内 存在 的 两 条 主要 免疫 途径 :体液 免疫 和 细胞 免疫 图 示 


10.1.2 ”B- 淋 巴 细胞 的 发 育 和 分 化 


B- 淋 巴 细 胞 (B lymphocyte) ,简称 B 细胞 。 人 和 其 他 哺乳 动物 B 细胞 分 化 
产生 于 骨 钥 中 ( 午 10-2)。 成 熟 的 B 细胞 主要 存在 于 淋巴 结 皮质 浅 层 的 淋巴 小 
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二 三 10 基因 与 发 育 
造血 组 织 胸腺 


次 级 淋巴 细胞 


有 图 10-2 B- 淋 巴 细胞 和 TT- 淋 巴 细胞 的 发 育 过程 


结 及 脾脏 的 红 艇 与 白 敌 淋 巴 小 结 内 。B 细胞 在 抗原 刺激 下 可 分 化 为 浆 细 胞 , 合 
成 和 分 泌 免 疫 球 蛋白 来 专 一 地 识别 相应 的 外 来 抗原 ,主要 执行 机 体 的 循环 免疫 
功能 。 

1. B 细胞 的 分 化 

哺乳 动物 B 细胞 的 分 化 过 程 可 分 为 以 下 几 个 阶段 : 祖 B 细胞 前 B 细胞 未 
成 熟 B 细胞 和 成 熟 B 细胞 等 。 其 中 祖 B 细胞 .前 B 细胞 .未 成 熟 B 细胞 的 分 化 
不 依赖 于 抗原 ,其 分 化 过 程 在 骨髓 中 完成 (图 10-3)。 抗 原 依赖 阶段 是 指 成 熟 B 
细胞 受 抗原 刺激 活化 并 分 化 为 浆 细 胞 的 过 程 ,主要 在 外 周 免 疫 器 官 中 完成 。 祖 
B 细胞 (pro-B cell) 由 骨 通 淋巴 细胞 分 化 而 来 , 仅 存 在 于 骨骼 . 胎 肝 等 组 织 中 . 在 
早期 祖 B 细胞 中 ,D-J 基因 片段 开始 重 排 ， 并 开始 表达 B 细胞 受 体 (B cell 
receptor, BCR ) 复 合 物 中 的 Iga 和 IgB。 在 晚期 祖 B 细胞 中 TY-D1 发 生 重 排 。 根据 


骨 租 
早期 祖 B 细 胞 。 晚期 祖 B 细 胞 。 ”大 前 B 细 胞 小 前 B 细 胞 。 ”未 成 熟 B 细 胞 成 熟 B 细 胞 


0 表达 上 链 : 
重 链 基因 ”》 重 链 基因 “了 ”表达 | 链 = 中 ( 胞 质 和 胸膜) = 中 表达 | 和 链 一 


CA g 
D_J 重 排 y_DJ 重 排 Pe 父 鱼 六 / 重 排 。 表达 表达 轻 链 jlgD 
重 链 或 轻 链 基因 重 排 失败 | 
结合 抗原 
细胞 丢失 向 外 周 B 细 胞 库 运输 
克隆 删除 
自身 免疫 耐 受 


有 图 10-3 B- 淋 巴 细胞 的 发 育 和 分 化 


10.1 免疫 系统 发 育 及 免疫 球 蛋 白 基因 表达 EE 


前 B 细胞 的 形态 以 及 轻 链 基 因 的 重 排 ,可 将 其 分 为 大 前 B 细胞 和 小 前 B 细胞 。 
大 前 B 细胞 VY-DJ 重 排 后 表达 bh 链 ,并 表达 前 B 细胞 受 体 。 小 前 B 细胞 轻 链 只 
发 生 V-J/ 发 生 重 排 ,无 功能 性 Ig 表达 ,缺乏 对 抗原 的 反应 能 力 。 未 成 熟 B 细胞 
开始 表达 IgM, 此 时 如 与 抗原 相 结合 , 则 产生 负 应 答 ,发 生 克隆 删除 ,是 形成 自 
身 免疫 耐 受 的 机 制 之 一 。 成 熟 B 细胞 受 相 应 抗原 刺激 后 发 生 增 殖 和 分 化 ,并 在 
抗原 呈 递 细胞 和 Th 细胞 的 辅助 下 成 为 活化 B 细胞 ,进而 分 化 为 浆 细 胞 (plasma 
cell) 或 称 抗体 分 刻 细 胞 ,合成 和 分 刻 各 种 免疫 球 蛋白 .此 时, 膜 表面 Ig 水 平 逐渐 
降低 ,分 泌 型 lg 逐渐 增加 ,并 可 发 生 免 疫 球 蛋白 基因 轻 链 的 类 型 转换 。 活 化 B 
细胞 中 的 一 部 分 可 转变 为 小 淋巴 细胞 ， 又 称 为 记忆 B 细胞 (memory B 
cell) ,停止 增殖 和 分 化 ,并 可 存活 数 月 至 数 年 。 一 旦 细胞 再 次 与 同一 抗原 相 接 
触 , 便 很 快 发 生活 化 和 分 化 ,迅速 产生 较 高 水 平 的 抗体 ,而 且 维 持 时 间 也 较 长 。 

2. B 细胞 膜 表 面 分 子 标记 

B 细胞 表面 有 多 种 膜 表面 分 子 ， 包括 白细胞 分 化 抗原 .MHC 以 及 多 种 膜 表 
面 受 体 ,这 些 分 子 可 被 用 于 识别 抗原 ,与 免疫 细胞 和 免疫 分 子 相 互 作用 ,同时 也 
是 分 离 和 鉴别 B 细胞 的 重要 依据 。 膜 表面 球 蛋 白 是 B 细胞 特异 性 识别 抗原 的 受 
体 , 也 是 B 细胞 重要 的 特征 性 标志 。 未 成 熟 B 细胞 表达 IgM ,成 熟 B 细胞 同时 表 
达 IgM 和 IgD, 有 的 成 熟 B 细胞 还 表达 IgG IgA 和 IgE。B 细胞 表面 所 有 Ig 的 可 
变 区 都 由 相同 的 Vn 和 Vi 基因 所 编码 。 抗 原 刺激 后 B 细胞 表面 IgD 很 快 消失 ， 
记忆 B 细胞 表面 也 不 存在 IgD( 图 10-4)。 
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上 图 10-4 B 细 胞 发 育 和 分 化 过 程 中 有 不 同 免疫 球 蛋白 表达 


B 细胞 不 仅 表达 MHC I 类 抗原 ,也 能 表达 MHC I 类 抗原 ,表达 时 期 集中 
在 前 B 细胞 至 活化 B 细胞 期 。B 细胞 表面 的 MHC 开 类 抗原 在 B 细胞 与 T 细胞 
相互 协作 时 起 重要 作用 。B 细胞 同时 还 具有 抗原 呈 递 作用 。 

3. B 细胞 的 功能 

根据 成 熟 B 细胞 表面 是 否 表达 CD5 分 子 而 将 B 细胞 分 为 B-1 (CD5*) 和 
B-2(CD5 ) 两 个 亚 群 。 B-1 细胞 参与 非特 异性 免疫 或 先天 免疫 ,B-2 则 是 通常 意 
义 上 的 B 细胞 ,主要 介 导 特异 性 免疫 中 的 循环 体系 免疫 。B-1 细胞 出 现在 个 体 
发 育 过 程 中 的 早期 ,主要 在 胚胎 的 肝 组 织 .视网膜 中 发 育 , 少 部 分 在 胚胎 出 生前 
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的 骨 敌 中 发 育 。 在 成 年 人 (或 动物 ) 骨 艇 中 B 细胞 谱系 中 不 存在 B-1 亚 群 , 仅 有 
B-2 亚 群 。 

B 细胞 是 免疫 系统 中 产生 抗体 的 主要 细胞 ， 也 是 专职 的 抗原 呈 递 细胞 ,可 
有 效 摄取 、 加 工 和 呈 弟 可 溶性 抗原 。 此 外 ,B 细胞 还 可 分 泌 多 种 细胞 因子 ,参与 
机 体 的 免疫 调节 。B 细胞 受到 抗原 刺激 后 活化 增殖、 分 化 为 浆 细胞 ,然后 合成 
各 种 类 型 的 Ig, 并 参与 机 体 的 循环 体系 免疫 。 非 活化 状态 的 B 细胞 不 产生 细胞 
因子 ,而 活化 的 B 细胞 可 产生 多 种 细胞 因子 ,参与 免疫 应 答 及 机 体 的 造血 和 炎 
症 反 应 等 。 


] 10.1.3 ”TT- 淋 巴 细胞 发 育 及 分 化 


T- 淋 巴 细胞 (T lymphocyte) 来 源 于 骨髓 的 淋巴 样 干 细胞 ,简称 T 细 胞 ,主要 
功能 是 产生 一 种 蛋白 质 , 即 T- 淋 巴 细胞 受 体 。T 细胞 不 仅 直接 执行 细胞 免疫 功 
能 ,而 且 还 可 以 通过 产生 多 种 细胞 因子 或 表达 黏附 分 子 等 手段 ,与 其 他 免疫 细 
胞 发 生 直接 或 间接 的 接触 ,从 而 发 挥 广泛 的 免疫 调节 作用 。 

1. 了 T 细 胞 的 分 化 与 发 育 

研究 小 鼠 胸 腺 细胞 的 发 育 过 程 表明 ,在 胚胎 发 育 到 11~12 d 时 ,淋巴 于 细 
胞 进入 胸腺 ,并 在 胸腺 微 环境 的 影响 下 迅速 发 生 增殖 和 分 化 。 诱 导 T- 淋 巴 细胞 
在 胸腺 内 分 化 成熟 的 主要 因素 有 :中 胸腺 基质 细胞 (thymus stromal cell, TSC) 
能 分 泌 多 种 细胞 因子 (IL-1/IL-6 和 IL-7) 及 胸腺 激素 ,并 通过 其 细胞 表面 的 黏 
附 分子 直 接 与 胸腺 细胞 发 生 相 互 作 用 ,诱导 后 者 分 化 ;四 胸腺 中 的 “抚育 细胞 ” 
(nurse cell) 也 参与 调控 T 细胞 的 成 熟 和 分 化 过 程 ;@ 胸 腺 细胞 自身 可 分 泌 IL-2 
和 IL-4 等 多 种 细胞 因子 ,影响 本 身 的 分 化 和 成 熟 ; 父 巨 只 细胞 .胸腺 内 上 皮 细 
胞 和 树 突 细胞 也 参与 胸腺 细胞 分 化 过 程 中 的 自身 耐 受 以 及 T 细胞 功能 性 亚 群 
的 形成 。 

2. Notch 信号 途径 与 T 细胞 分 化 

在 免疫 系统 发 育 过 程 中 ,Notch 信号 途径 使 淋巴 干细胞 向 T 细胞 前 体 分 化 ， 
表达 功能 性 TCRaB 而 非 TCRY5, 并 使 CD4:CD8'T 细胞 向 CD4-CD8'T 细胞 表 型 
分 化 。 胎 肝 或 骨 骨 中 的 淋巴 样 干细胞 进入 胸腺 ,发 育成 为 不 成 熟 的 CD4-CD8 荆 
细胞 和 CD4*CD8T 细胞 ,再 经 过 阳性 选择 ,分 化 成 CD4-CD8T 细胞 或 CD4*CD8- 
了 细胞。 这 一 发 育 和 分 化 过 程 受到 多 种 因素 的 严密 调控 ,其 中 Notch 信和 号 发 挥 了 
关键 性 作用 。 该 信号 决定 了 骨髓 淋巴 样 干细胞 向 B 系 或 了 系 方向 分 化 ,调控 了 
CD4*CD8*: 了 细胞 的 阳性 选择 过 程 , 提 高 了 胸腺 中 成 熟 的 CD4-CD8* TT 细胞 比例 ， 
促进 了 TCRaB 型 T 细 胞 的 形成 。Notch 信和 号 途径 对 淋巴 干细胞 分 化 和 发 育 调控 
作用 见 图 10-5。 

3.T 细 胞 表面 受 体 

T 细 胞 受 体 (T cell receptor,TCR) 是 T- 淋 巴 细胞 表面 识别 自身 MHC- 抗 原 
肽 复合 物 的 受 体 。TCR 在 细胞 表面 与 CD3 组 成 TCR-CD3 复合 物 ,TCR 识别 抗 
原 后 其 刺激 信号 是 由 CD3 分 子 传递 的 。 在 同 种 异体 移植 中 ， TCR 也 识别 单独 的 
非 己 MHC 抗原 。 
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CD4 
识别 MHC I CDs8’ 
Notch 信 号 TCRaB 
BTCR a 
基因 重 排 
CD8 
祖 T 细 胞 Notch 信 号 TCRaB 
和 无 Notch 信 号 
CD4 
S 识别 MHC TI 
CD25 TCRaB 
无 Notch 信 号 发 CD4 
TCR TCR 
无 Notch 信 号 基因 重 排 
祖 B 细 胞 


有 图 10-5 Notch 信号 对 淋巴 细胞 分 化 与 发 育 的 调控 作用 


TCR 中 的 多 肽 链 组 成 是 异 质 性 的 ,根据 抗原 结构 和 编码 基因 不 同 , 有 a.B、 
Y 和 8 四 种 多 肽 ， 这 四 种 多 肽 均 属于 免疫 球 蛋白 基因 超 家 族 的 成 员 。 成 熟 的 
TCR 多 肽 相对 分 子 质量 介 于 40 000~60 000。 根 据 TCR 中 异 源 双 体 组 成 上 的 差 
异 , 可 以 将 TCR 分 为 TCRaB 和 TCRY5 两 类 。 


10.1.4 ”免疫 球 蛋 白 的 结构 


抗体 分 子 虽 然 是 多 种 多 样 的 ,但 其 基本 结构 都 是 由 一 个 四 聚 体 的 免疫 球 蛋 
日 分子, 由 4 条 (两 对 ) 多 肽 链 组 成 ,包括 两 条 相同 的 轻 链 (L-chain) 和 两 条 相同 
的 重 链 (H-chain)。, 轻 链 和 重 链 在 相对 分 子 质量 上 有 较 大 差别 (图 10-6) ,前 者 约 
2.3x10 ,后 者 则 介 于 5.3x104~7.0x10!。 每 条 链 都 有 两 个 区 ,位 于 氨基 端的 是 可 变 
区 (variable region,V 区 )。 不 同 的 免疫 球 蛋 白 分 子 中 ,V 区 的 氨基 酸 序 列 是 不 同 
的 .位 于 羧基 端的 是 恒定 区 (constant region,C 区 ) ,免疫 球 蛋 白 分 子 中 ,C 区 的 氨 
基 酸 序列 十 分 保守 。 

所 有 lg 分 子 都 含有 两 类 轻 链 中 的 一 类 , 即 k 型 或 型。k 型 和 A 型 轻 链 的 
便 定 区 和 可 变 区 的 氨基 酸 序列 都 是 不 同 的 。 在 小 鼠 中 ,95% 的 抗体 轻 链 是 k 型 
而 人 类 抗体 轻 链 中 ,k 型 和 入 型 各 占 $50% 左 右 。 根 据 抗体 的 重 链 结构 特征 将 其 
分 为 5 类 ( 表 10-1) ,再 根据 抗原 的 不 同和 结构 的 变化 又 可 分 出 若干 亚 类 。 如 人 
类 有 4 种 IgG 亚 类 ,2 种 IgA 亚 类 和 2 种 IgM 亚 类 ,每 一 种 类 型 都 有 一 个 特征 性 
的 恒定 区 。 


| 


可 二 10 基因 与 发 育 


Dn 胃 


S 
| 
S 
WP COO 
公共 区 (FC) 


有 图 10-6 lg 分 子 结构 示意 图 Vn 重 链 可 变 区 ;Cnl,Ci2,Ci3, 重 链 不 变 区 ;Vi, 轻 链 可 变 区 ;VL, 轻 
链 不 变 区 


表 10-1 抗体 的 分 类 


性 质 四 IgM IgD IgG IgE IgA 
重 链 mn 6 y £ a 
结构 (U,L, )sJ 5,L, Y2L; £3L, ol, 
占 总 量 lg(% ) 5 1 80 <1] 14 
在 成 年 人 血清 中 的 平 | 0.03 12 0.000 3 2 
交合 时 YUE LL 3 
半衰期 (d, 在 血清 中 ) 5 3 25 2 6 
特征 出 现 较 早 ， 以 细胞 表面 ”激活 互补 并 刺激 肥大 细 ”分 泌 和 蛋白 
具有 确定 补 为 主 ,少量 与 巨星 细胞 胞 ,释放 组 
体 、 有 激活 ”存在 于 血清 ”结合 胺 
巨 崔 细 胞 的 ”中 


功能 


| 
10.1.5 ”免疫 球 蛋 白 基 因 结 构 


免疫 球 和 蛋白 (lg) 分 子 由 Jek .Ial 和 lgh 基因 编码 ,分 别 位 于 不 同 的 染色 体 
上 。 编 码 一 条 Ig 多 肽 链 的 基因 是 种 系 中 数 个 分 隔 开 的 DNA 片段 经 重 排 后 产生 
的 。1965 年 Dreyer 和 Bennet 首先 提出 假说 ,认为 lg 的 V 区 和 C 区 由 分 隔 存 在 


10.1 免疫 系统 发 育 及 免疫 奈 各 白 基 因 表 达 > 


的 基因 所 编码 ,在 淋巴 细胞 分 化 和 发 育 过 程 中 ,这 些 基因 片段 发 生 易 位 重 排 , 形 
成 有 转录 活性 的 免疫 球 蛋 白 基 因 。Hozumi 和 Tonegawa 在 1976 年 应 用 DNA 重 
组 技术 证 实 了 这 一 假说 ,Tonegawa 因 在 免疫 球 蛋 白 基 因 结 构 研 究 上 的 重大 突破 
获 1987 年 诺 贝 尔 生 理 医学 奖 。 
分 子 生 物 学 研究 已 经 阐明 ,免疫 球 蛋 白 基 因 有 3 个 家 族 , 包 括 两 个 轻 链 类 
型 和 一 个 重 链 类 型 ,这 3 个 基因 家 族 位 于 不 同 的 染色 体 上 ( 杰 10-2)。 
表 10-2 免疫 球 蛋白 的 基因 组 成 


染色 体 定位 C 基因 个 数 
小 限 


重 链 14 12 ~3 002 9 8 


在 生殖 细胞 基因 组 中 ,V 基因 和 C 基因 呈 分 隔 独 立 排 列 的 结构 。 这 种 排列 
类 型 被 称 为 种 系 类 型 (germ line pattern ) ,存在 于 所 有 的 体 细胞 系 中 。 但 是 ,这 种 
排列 方式 却 不 存在 于 有 效 表 达 抗 体 基因 的 免疫 细胞 中 。 研 究 这 类 细胞 发 现 , 免 
疫 球 和 蛋白 基因 在 表达 之 前 得 到 了 重 排 。 

1. 免疫 球 和 蛋白 轻 链 基 因 结 构 

(1) k 基因 位 于 人 类 第 2 号 染色 体 上 ,其 可 变 区 和 恒定 趋 分 别 由 不 连续 
的 V 基因 和 C 基因 编码 。V 与 J 基 因 以 多 拷贝 形式 存在 ,其 中 了 基因 艇 含有 约 
300 拷贝 。 人 类 和 小 鼠 的 基因 簇 都 包含 5 个 J 基因， 其 间 也 有 较 短 的 插入 序 
列 。J 基因 簇 位 于 V 基因 簇 的 3' 端 ,与 最 后 一 个 Vy 基因 的 3' 端 相距 23 kb ,但 与 
k 链 恒 定 区 C 基因 的 5’ 端 较 近 ,只 有 约 2.5 kb。 人 和 小 鼠 的 C 基因 都 是 单 拷贝 ， 
它 编码 了 k 链 C 区 的 106 个 氨基 酸 序 列 (第 109~214 位 氨基 酸 )。 

(2) A 基因 小 鼠 只 有 两 个 VA 基因 :VAl 和 YA2。 人 类 VA 基因 短 也 位 于 
2 号 染色 体 上 ,有 30 拷贝 ,可 分 为 YA1~10 十 个 亚 群 ,VA1~5 是 主要 的 亚 群 ,在 
进化 上 比较 保守 。 小 鼠 CA 基因 簇 有 4 个 拷贝 ,而 人 类 CA 基因 有 6 个 以 上 的 拷 
贝 。 基 因 表 达 过 程 中 ,每 个 YA 基因 都 和 CA 基因 成 对 排列 (网 10-7)。 

2. 免疫 球 和 蛋白 重 链 基因 结构 

人 类 重 链 基因 位 于 14 号 染色 体 , 由 Y .DJ 和 C 四 种 不 同 基因 片段 组 成 。 重 
链 基因 结构 比 轻 链 更 为 复杂 ， 因 此 ， 它 在 形成 抗体 多 样 性 方面 所 起 的 作用 也 更 
大 。 编码 重 链 V 区 基因 长 约 1 000~2 000 kb ,包括 了 .了 DJ 三 组 基因 片段 .每 个 Y 
基因 片段 上 游 有 工 基因 片段 ,编码 20~30 个 朴 水 性 氨基 酸 的 信和 号 肽 (网 10-7)。 

重 链 恒 定 区 基因 位 于 基因 片段 的 下 游 ,至 少 相隔 1.3 kb, 它 由 多 个 外 显 子 
组 成 。 每 个 外 显 子 编码 一 个 结构 域 , 铵 链 区 (hinge region) 由 单独 的 外 显 子 所 编码 。 

Cn 基因 中 的 C8 和 Ca 由 3 个 外 显 子 组 成 ， 而 Cu .Cy 和 Ce 由 4 个 外 显 子 
组 成 ,分 别 编码 相应 重 链 上 的 结构 域 , 如 Gu 基因 有 4 个 外 显 子 编码 峰 链 人 C 区 
上 的 4 个 结构 域 Cyl Cp2.Cp3 和 Ch4。 
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K 链 基因 
El Fl Ln Vn J(1-5) C 
"一 一 压 ; 
(n=~40) 
入 链 基 因 
Ll Vl Ln Vn a Wl J CE Es Ci 
"A ; 
(n=~40) 
重 链 基因 
L1 Van Ln Vin Da(1~27) (1~6) Se 
(n=65) 


上 图 10-7 人 类 lg 基因 结构 示意 图 


在 重 链 基因 中 ,种 系 DNA 上 除了 有 JscC 片段 外 ,在 内 和 态 之 间 还 有 10 
多 样 性 片段 (D 片段 ),Vy 片段 可 和 10 个 也 片段 中 任何 一 个 片段 重组 ,万 片段 则 
可 和 4 个 J 片段 中 的 任何 一 个 片段 重组 在 V-D 连接 反应 和 D-J 连 接 反 应 中 ， 
相连 接 的 是 同一 个 D 片段 ,基因 重 排 后 邻近 的 C4 片段 得 以 表达 。 

| 10.1.6 ”Ig 基因 重 排 与 DNA 的 多 样 性 
.个 生物 为 什么 能 产生 百 万 种 以 上 (104-109) 的 lg 分 子 呢 ? 大 多 数 科学 家 

认为 ,V 区 和 C 区 不 同 片段 在 DNA 分 子 水 平 上 的 各 种 排列 组 合 是 形成 Ig 分 子 
多 态 的 根本 原因 ,这 种 假设 被 称 为 重组 种 系 理论 , 这 就 是 说 ,单一 种 系 状态 的 J 
基因 是 不 能 表达 的 ,只 有 经 过 重 排 ,造成 种 系 多 样 性 、 连 接 反 应 多 样 性 以 及 体 细 
胞 突变 等 才 有 可 能 得 到 表达 。 

1. 轻 链 基 因 的 重 排 与 连接 

V 基因 和 J 基因 的 组 合 重 排 是 通过 VV 基因 3' 端 和 了 J 基 因 $' 端 之 间 的 侧 避 
序列 来 实施 的 。 这 种 侧 波 序列 又 称 识别 序列 ,是 VV 与 /组 合 重 排 所 不 可 缺少 的 。 
它 在 结构 上 的 特点 是 有 一 段 由 7 个 碱 基 组 成 的 反 向 回 文 序列 一 CACAGTC。 
在 V3' 端 紧 接 着 回 文 序列 的 是 11 个 碱 基 的 间隔 序列 ,而 后 是 9 个 富 含 AC 的 
碱 基 。J 5' 端 也 包含 有 与 上 述 7 碱 基 及 9 碱 基 区 相配 对 的 序列 ， 其 间隔 序列 由 
23 个 碱 基 组 成 ,不 能 与 V3' 端 11 个 碱 基 配 对 ,因而 形成 单 链 突 起 ( 葵 环 结构 )， 
这 种 特殊 的 结构 和 识别 序列 有 着 密切 的 关系 ,VJ 结合 后 ， 上 述 茎 环 结构 被 切 
除 , 形 成 连续 的 VJ 片段 (图 10-8)。 

这 种 VJ 单位 的 组 合 重 排 是 随机 的 ,V 基因 簇 中 的 任何 一 个 V 片段 和 了 基 
因 能 中 的 任何 一 个 J 片段 在 DNA 水 平 上 均 可 随机 结合 形成 VJ 单位 .这 种 随机 
组 合 重 排 又 是 不 精确 的 ,直接 造成 了 重 排 后 的 多 样 性 。 例 如 ,在 重 排 后 ,V3' 和 
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5 CCTCClA6ACTO 1 碱 其 区 愉 CAAAAACC 
7 碱 基 区 9 碱 基 区 


.编码 区 


5'~GATCCT TGGACG-3' 
—Asp—Pro Trp-Thr- JJ3JJJ: 
95 96 


(b) 


有 图 10-8 V. 与 人 基因 的 重 排 是 通过 V. 基因 3' 和 人 内 基因 弛 端的 识别 序列 
完成 的 


5' 会 由 于 重 排 不 精确 而 造成 碱 基 丢失 或 错位 ， 导 致 k 链 中 第 96 位 以 后 的 氨基 
酸 编码 发 生 改 变 ,使 免疫 球 蛋白 结构 发 生 多 样 性 变化 。 又 如 ,交互 使 用 Y 和 J 基 
因 间 的 重组 位 点 ,可 以 产生 新 的 密码 子 ,形成 4 个 不 同 的 重组 框架 ,并 在 第 96 
位 密码 子 上 产生 3 种 不 同 的 氨基 酸 ( 图 10-9) ,其 中 Arg 密码 子 在 种 系 基因 组 中 
是 没有 的 ,这 是 连接 反应 造成 免疫 球 蛋 白 多 样 性 的 机 制 之 一 。 

2. 重 链 基因 的 重 排 与 连接 

重 链 基因 虽然 只 有 一 个 位 点 ,但 结构 十 分 复杂 。 如 小 鼠 重 链 基 因 就 包含 了 
大 约 上 百 个 Vz 片段 10 多 个 DD 片段 和 4 个 片段 以 及 下 游 17 kb 处 的 Cy 片段 。 

V 基因 和 D 及 J 片段 组 合 能 产生 4 000 个 不 同 的 下 区 ,每 个 Y 区 都 能 和 Cy 
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Pro Trp 
95 96 
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不 改变 读 码 框 的 连接 
GG CCTNATGG ||] + 


Pro Trp 
95 96 


改变 读 码 框 的 连接 


Pro 
95 


(a) 


| 芋 人 人 


广 -~{c cjaTaGaG 一 一 J/ 
< 一 [C_ 
Pro Trp 
1 
< 后 CC TIT G 6G 一 一 
4 种 不 同 GT 
V-J/ 结 合 Pro Trp 
方式 导致 LL 相 要 本 天 和 


第 96 位 密 CeTocaaac 一 
码 子 变化 a ee 


i 3 六 ”地 油 
CCTCIG 6G 一 一 
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Pro Trp 
95 96 


(b) 
有 图 10-9 V-J 连接 反应 造成 lg 多 样 性 的 分 子 机 制 


基因 结合 。 人 类 的 C4 基因 簇 含有 10 个 基因 (Cu .C5.CY3 .CY1.Csg4 .Cal .Cy2.、 
CY4 .Ce .Ca2 ,其 中 Ce4 是 假 基因 )。 小 鼠 C4 基因 簇 只 有 8 个 基因 (依次 为 5'- 
Ch-C8-Cy3-Cy1-Cy2b-Cy2a-Ce-Ca-3')。 这 8 个 Cr 基因 虽然 都 是 有 功能 的 ， 
但 在 同一 细胞 中 只 有 一 个 基因 得 到 表达 。 

(1) YrDr 和 基因 的 重 排 重 链 基因 组 合 重 排 是 指 在 DNA 水 平 上 由 无 功 
能 Vi.Dn 和 .基因 片段 组 合 重 排 为 有 功能 VsDnj 基因 单位 的 过 程 , 这 个 重 排 过 程 
同样 与 识别 序列 有 关 ,而 且 重 链 基因 要 经 过 两 次 重 排 才 得 以 完成 。 第 一 次 重 排 发 生 于 
Du 和 及 之 间 , 第 二 次 重 排 发 生 于 Vy 和 Dwjy 之 间 , 形 成 有 转录 功能 的 VDnjs 基因 。 
第 二 次 重 排 过 程 ,同样 具有 不 精确 性 ,进一步 造成 免疫 球 和 蛋白 的 多 样 性 (图 10-10 )。 


¥ 


z| 


在 VsDnJs 重 排 过 程 中 ,由 于 DNA 聚合 酶 或 脱氧 核酸 转移 酶 的 作用 ,有 时 会 


在 结合 处 插 和 人 一 个 脱氧 核 苷 酸 ,形成 所 谓 *N 区 "插入 序列 ,致使 重 链 V 区 重 排 
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WV 区 ( 数 百 个 拷贝 ) D 片 段 (~20 拷 贝 ) 4 片段 (4 拷贝 ) C, 
ES 0 


第 二 次 重 排 


—-. 
四 浇 上 扩 和 5 卿 本 本 贺 
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重 链 基因 表达 


和 图 10-10 重 链 基因 结构 以 及 伴随 细胞 分 化 而 来 的 基因 重 排 


后 形成 VyNDnNJs 基因 单位 。 

由 于 上 述 重 排 机 制 ,使 重 链 VV 区 更 为 复杂 。 如 人 类 基因 组 有 约 300 个 Vy 基 
因 .20 个 基因 和 4 个 万 基因 及 不 同 的 W 区 ， 加 上 不 同 片段 之 间 连 接 反应 的 
不 精确 性 ,VsDnJs 重 排 结 合 产生 的 变化 达到 300x20x4x100(N 区 因素 )x10( 连 接 
不 精确 因素 )=2.4x10'"。 因 为 V. 和 重 排 结合 的 多 样 性 程度 是 5x10, 因 此 ,由 k 
链 和 重 链 组 成 的 区 分 子 抗体 的 多 样 性 就 可 能 有 2.4x10'x5x10 汪 =1.2x10" 之 多 。 

(2) YaDai 基因 单位 与 G, 基因 或 Cs 基因 在 RNA 水 平 上 的 剪接 。VwDwnjs 基 
因 簇 作为 一 个 转录 单位 先 转 录 成 mRNA 前 体 ,经 剪接 加 工 形成 um us 和 63 种 
mRNA。 具 体形 成 哪 一 种 mRNA , 则 要 根据 C, 基因 中 加 poly A 的 部 位 而 定 。C. 基 
因 区 有 两 个 部 位 可 加 入 poly A ,一 个 是 在 pr 和 js 之 间 ,一 个 是 在 pm 下 游 区 。 
如 果 poly A 加 到 jm 与 As 之 间 ,经 剪接 形成 mRNA; 如 果 poly A 加 到 jm 下 
游 区 ， 经 剪接 后 形成 wmn mRNA。Ms mRNA 经 剪接 加 工 形成 分 刻 型 C, mRNA， 
Am mRNA 则 形成 膜 结合 型 C. mRNA。 由 于 CG, 基因 和 G; 基因 间 的 距离 很 短 , 因 
此 ,VwDwJs 在 RNA 水 平 上 既 可 与 CG 结合 也 可 与 C; 结合 。 在 淋巴 细胞 中 ,VyDuJs 
和 C 结合 重 排 产生 IgM ,和 Cs 结合 重 排 产生 IgD。 

(3) 体 细 胞 突变 引起 的 多 样 性 ”虽然 可 变 区 的 多 样 性 主要 是 由 于 DNA 重 
排 和 连接 反应 所 引起 的 , 体 细胞 的 突变 也 是 重要 原因 之 一 ,研究 发 现 ,V-J 或 Vy- 
D-J 结合 后 , 体 细胞 中 可 变 区 的 突变 频率 极 高 , 比 一 般 高 出 104~105 倍 。 突 变 发 
生 的 部 位 大 都 在 V-D-J 外 显 子 内 或 其 近 旁 ,恒定 区 内 突变 率 则 较 低 。 体 细胞 突 
变 是 免疫 系统 以 有 限 的 遗传 信息 生成 海量 抗体 分 子 以 应 付 外 来 抗原 的 一 种 极 
为 精密 的 “微调 ” ,起 到 了 专 一 性 修饰 免疫 球 蛋 白 的 作用 。 体 细胞 突变 的 原因 可 
能 是 受 未 知 “ 诱 发 剂 "影响 的 自我 驱动 或 抗原 驱动 ,也 有 人 认为 可 能 存在 着 特殊 
的 高 突变 机 制 ,这 有 待 于 进一步 研究 。 
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10.1.7 免疫 球 蛋 白 基 因 表 达 


1. 等 位 排斥 与 同型 排斥 

所 谓 等 位 排斥 是 一 个 B- 淋 巴 细胞 中 发 生 V-J 和 V-D-J 重 排 时 ， 只 有 一 种 
重组 类 型 出 现 , 产 生 一 种 轻 链 和 一 种 重 链 。 淋 巴 细 胞 中 产生 免疫 球 蛋 白 的 基因 
位 于 两 条 同 源 染 色 体 上 ,而 免疫 球 蛋 白 基因 的 表达 只 发 生 在 其 中 一 条 上 ,这 种 
因为 一 条 染色 体 上 的 基因 表达 而 抑制 另 一 条 染色 体 上 相同 基因 表达 的 现象 称 
为 等 位 基因 排斥 (allelic exclusion ) 。 而 同型 排斥 (isotypic exclusion) 则 是 指 B- 淋 
巴 细胞 的 轻 链表 达 时 ,只 生成 一 种 链 (k 链 或 是 入 链 ) ,不 可 能 同时 表达 k 链 和 入 
链 。 等 位 排斥 和 同型 排斥 使 B- 淋 巴 细胞 无 性 系 只 表达 一 种 特异 抗体 的 事实 得 
到 了 很 好 的 解释 .否则 ,B- 淋 巴 细胞 既 可 以 表达 k 链 ,又 可 以 表达 入 链 上 的 两 个 
等 位 基因 ,细胞 内 就 会 产生 多 种 特异 性 抗体 。 

为 了 区 分 免疫 球 蛋 白 基 因 的 各 种 状态 ,科学 上 将 未 发 生 重 排 的 种 系 构 型 等 
位 基因 称 为 jg? ,将 发 生 重 排 并 进行 功能 表达 的 等 位 基因 称 为 Jg'*, 将 发 生 无 效 重 
排 的 无 活性 等 位 基因 称 为 这。 细胞 中 有 可 能 存在 下 述 几 种 情况 :D 等 位 基因 之 
一 发 生 有 效 重 排 ,产生 活性 基因 ,并 产生 等 位 排斥 ,使 另 一 基因 的 重 排 和 表达 受 
到 抑制 ,这 个 细胞 构 型 为 Jg%YIg*;@ 等 位 基因 之 一 发 生 无 效 重 排 , 另 一 个 染色 体 
上 的 基因 仍 处 于 种 系 构 型 , 则 该 细胞 构 型 为 J[g%Y1g, 这 样 的 细胞 构 型 不 会 抑制 另 
一 个 等 位 基因 的 重 排 ;@@ 第 一 次 无 效 重 排 后 ,细胞 内 又 发 生男 一 次 有 效 重 排 , 生 
成 JeYlg ,阻止 了 进一步 重 排 的 发 生 。 

2. 增强 子 与 Ig 基因 表达 

有 研究 发 现 ,在 免疫 球 蛋 白 Y 区 基因 的 转录 过 程 中 , 浆 细胞 IgA 的 转录 上 比 
B- 淋 巴 细胞 中 快 4 个 数量 级 。 那么 ,是 什么 因素 在 起 作用 呢 ? 一 般 认为 ,在 1g 基 
因 的 转录 过 程 中 ,除了 启动 子 的 正常 功能 以 外 ,增强 子 的 作用 不 可 忽视 。 

如 图 10-11 所 示 ,对 免疫 球 蛋 白 重 链 基因 来 说 ,DNA 重 排 以 后 ,靠近 3' 端 
的 间隔 序列 被 切除 ,而 $' 启 动 区 无 任何 变化 。 但 为 什么 该 启动 子 在 基因 重 排 之 
前 不 支持 转录 ,而 重 排 以 后 获得 了 转录 功能 呢 ? 有 科学 家 将 该 免疫 球 蛋 白 基 因 
用 体外 重组 技术 导入 肉瘤 细胞 系 并 进行 缺失 突变 ， 发 现 缺失 jy 之 间 的 DNA 
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有 图 10-11 增强 子 序列 (E) 对 免疫 蛋白 重 链 基因 表达 的 影响 


10.1 免疫 系统 发 育 及 免疫 球 和 蛋白 基因 表达 EE 


序列 导致 基因 失去 表达 活性 ; 若 将 这 段 序 列 重 新 导 人 该 重组 子 内 原 有 位 置 或 附 
近 位 点 ,不 论 方向 如 何 ,都 能 支持 免疫 球 和 蛋白 基因 的 表达 ,证 实 可 能 有 增强 子 存 
在 于 该 DNA 序列 内 。V 基因 的 启动 子 只 有 经 过 重 排 缺失 部 分 DNA 序列 以 后 ， 
才 受 这 一 增强 子 的 影响 ,获得 高 效 表 达 。 进一步 的 实验 还 证 实 ,这 个 增强 子 同 时 
具有 组 织 特异 性 , 随 着 B- 淋 巴 细胞 成 熟 为 浆 细胞 , 它 对 lg 基因 表达 的 影响 越 来 
越 大 。 
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1. 主要 组 织 相 容 性 复合 体 概述 

引起 移植 排斥 的 细胞 表面 抗原 称 为 组 织 相 容 性 复合 体 (major histocompati- 
bility complex,MHC)。 由 于 这 些 抗 原 的 存在 ,同一 物种 某 个 体 的 组 织 移植 至 另 一 
个 在 抗原 组 成 上 不 相 容 的 个 体 时 ,就 会 引起 免疫 反应 ,产生 对 所 移植 器 官 的 排 
斥 。 按 其 诱导 排斥 的 急 缓 强 弱 而 有 主要 和 次 要 之 分 ,其 中 MHC 在 移植 排斥 中 起 
决定 作用 。 一 般 认 为 ,MHC 不 仅 控制 着 种 内 移植 排斥 反应 ,而 且 与 机 体 免疫 应 
答 ,免疫 调节 及 某 些 病 理 状态 的 产生 密切 相关 ,处 于 机 体 特异 免疫 反应 的 中 心 
地 位 。 一 方面 ,细胞 毒性 T 细 胞 通过 其 表面 的 TCR 对 呈 递 于 MHC 分 子 表面 的 
异己 外 源 肽 段 进行 识别 ,并 直接 杀伤 呈 递 这 类 MHC 的 细胞 ; 另 一 方面 ,辅助 
细胞 也 通过 其 外 表面 TCR 识别 开 型 MHC 蛋白 中 的 外 源 肽 段 ,辅助 B 细胞 产生 
抗体 (图 10-12)。 所 以 ,MHC 与 TCR lg 相互 配合 ,构成 了 生物 体内 复杂 多 变 的 
免疫 反应 和 应 答 。 

细胞 毒性 T 细 胞 辅助 T 细 胞 


国光 T 细 胞 受 体 HA 
I 型 MHC | 外 源 蛋 白 工 型 MHC 外 源 蛋 白 
蛋白 片段 蛋白 


有 图 10-12 细胞 毒性 T 细胞 和 辅助 T 细胞 与 不 同 的 MHC 分 子 相 互 作 用 发 挥 其 生物 学 功能 
细胞 毒性 T 细 胞 能 识别 所 有 与 工 型 MHC 分 子 相 结合 的 受 感染 细胞 携带 的 外 源 蛋 白 片 
段 ,辅助 了 细胞 只 能 识别 抗原 呈 弟 细胞 (如 巨 叭 细胞 和 B 细胞 ) 表 面 所 携带 的 外 源 蛋 白 。 与 
L 型 MHC 分 子 相 结合 的 抗原 主要 是 由 受 感 染 细胞 产生 的 ,而 与 开 型 MHC 分 子 相 结合 的 搞 
原 主 要 是 由 抗原 呈 递 细胞 通过 胞 饮 现 象 吸收 加工 以 后 呈 递 细胞 表面 的 。 在 组 织 移植 时 , 细 
胞 毒性 了 细胞 主要 对 外 源 工 型 MHC 做 出 反应 ,而 辅助 下 细胞 主要 对 外 源 卫 型 MHC 做 出 
反应 。 


2. MHC 的 分 类 


早期 有 关 MHC 的 研究 主要 集中 于 小 鼠 ， 它 的 主要 组 织 相 容 性 复合 体 称 为 
H-2(histocompatibility antigen-2) ,该 基因 簇 位 于 第 17 号 染色 体 上 。 人 MHC 又 
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称 白细胞 抗原 (human leukocytoantigen,HLA ) 体 系 , 是 到 目前 为 止 免疫 反应 中 最 
复杂 ,最 具 多 态 性 的 体系 。 基 因 簇 位 于 第 6 号 染色 体 , 全 长 约 2 000~3 500 kb。 
HLA 共 分 为 4 型 :I 型 分 子 包括 HLA-A HLA-B 和 HLA-C, 广 泛 存 在 于 各 种 组 
织 细胞 中 ; 卫 型 分 子 包括 HLA-DP、HLA-DQ 和 HLA-DR ,存在 于 B 细胞 .巨星 
细胞 和 活化 T 细 胞 中 ; 亚 型 分 子 为 补体 系统 ,包括 C2 和 C4 位 点 ,存在 于 血清 
中 ;JI 型 分 子 可 能 是 一 些 分 化 抗原 ,只 存在 于 淋巴 细胞 . 某 些 细胞 毒性 T 细胞 和 
白细胞 中 。 
| 型 分 子 有 一 个 信号 肘 链 , 称 为 移植 抗原 (transplantation antigen) ,其 相对 
分 子 质 量 约 为 4.5x10*, 是 跨 膜 蛋白 ,与 免疫 球 蛋 白 结 构 域 相似 ,可 被 分 为 3 个 
部 分 ,在 细胞 质 内 的 部 分 是 较 短 的 亲 水 C 端 片段 , 称 为 胞 质 片 段 , 横 跨 脂 质 双 层 
一 个 较 短 片段 称 为 跨 膜 片段 ,在 细胞 膜 外 侧 是 个 较 大 的 N 端 片段 , 称 为 胞 外 
片段 。 该 片段 可 进一步 分 成 3 个 结构 域 :al\as 和 a3, 前 两 个 结构 域 可 变 度 高 , 呈 多 
态 性 。 它 们 在 细胞 表面 与 一 种 由 另 一 条 染色 体 上 的 基因 所 编码 的 ,被 称 为 Bs- 微 
球 和 蛋白 的 较 小 蛋白 质 共 价 相连 (图 10-13)。 


原生 质 膜 


细胞 质 


(a) [型 MHC 和 蛋白 (b)f[ 型 MHC 蛋白 
有 图 10-13 | 型 和 儿 型 MHC 的 组 成 和 结构 域 分 析 


下 型 分 子 是 HLA 系统 中 的 另 一 个 重要 成 分 , 由 a 和 B 两 条 糖化 多 肽 链 组 
成 ,a 链 为 3.3x10",B 链 为 2.8x10:. B 链 上 携带 有 主要 多 态 决定 簇 ,已 经 发 现 有 
6 个 a 基因 和 7 个 B 基 因 。 在 6 个 a 基因 中 ,两 个 编码 DP, 两 个 编码 DQ ,有 一 
个 编码 DR ,还 有 一 个 编码 未 知 抗原 。 在 7 个 B 基 因 中 ,两 个 编码 DP, 两 个 编码 


10.1 免疫 系统 发 育 及 免疫 球 蛋 白 基因 表达 >>> 


DQ ,3 个 编码 DR。HLA 区 域 涉 及 大 约 3.0x10s bp 序列 ,足以 编码 150 个 以 上 相 
对 分 子 质 量 在 4.0x10* 左右 的 和 蛋白质 ， 现 已 克隆 了 30 多 个 基因 和 假 基因 。 表 
10-3 比较 了 I 了 型 和 了 型 MHC 的 主要 性 能 。 
表 10-3 | 型 和 上 中 型 MHC 主要 性 能 比较 
| 下 | 


蛋白 质 的 结构 a 链 +B, - 微 球 蛋白 a 链 +B 链 

在 细胞 内 分 布 细胞 毒性 T 细胞 辅助 了 细胞 

抗原 蛋白 来 源 细胞 质 蛋 白 内 雁 膜 蛋白 和 细胞 外 和 蛋白 
多 态 性 区 域 Qa + oa oa +B, 


3. MHC 的 分 布 及 主要 作用 

MHC 的 组 织 特异 性 表达 是 受 发 育 调控 的 。 早 期 胚胎 细胞 不 表达 MHC 抗 
原 , 直 到 发 育 至 体 节 中 期 才 开 始 表达 。 在 成 熟 体 细胞 中 , 工 型 MHC 的 分 布 极为 
广泛 ,以 淋巴 样 细胞 中 表达 量 最 高 ,而 在 脑 组 织 和 精细 胞 中 几乎 不 表达 。 开 型 
MHC 的 分 布 范围 相对 说 来 比较 狭窄 ,主要 存在 于 一 些 免疫 细胞 ,如 B 细胞 . 巨 
噬 细 胞 . 单 核 细胞 的 表面 ,在 树 突 细 胞 和 内 皮 细 胞 中 也 有 分 布 。 

抗原 呈 递 是 MHC 分 子 的 重要 功能 。 研 究 证 实 ， 当 细胞 被 外 源 微生物 感染 
时 ， 细 胞 毒性 T 细 胞 可 通过 了 细胞 受 体 与 带 有 外 源 蛋 白 的 工 型 MHC 分 子 相互 
作用 ， 导 致 这 些 细胞 的 最 终 降解 。 存 在 于 B 细胞 及 巨 叭 细胞 内 的 开 型 MHC 分 
子 ,捕捉 入侵 抗 原 以 后 ,主要 与 辅助 了 细胞 相互 作用 ,激活 B 细胞 的 Ig 系统 或 
诱导 巨星 细胞 消灭 和 人 侵 微生物 (图 10-12)。I 型 、 卫 型 MHC 在 组 织 分 布 上 的 差 
异 可 能 与 它们 呈 弟 不同 的 抗原 有 关 。 本 型 主要 负责 胞 
内 抗原 的 呈 递 。 胞 内 蛋白 质 被 加 工 成 抗原 性 肽 段 后 被 
转运 至 内 质 网 腔 内 ,与 工 型 分 子 形成 抗原 复合 物 ,经 高 
尔 基体 分 沁 的 小 泡 运输 到 质 膜 上 呈 递 给 Te 细胞 ,激活 
细胞 免疫 过 程 . 工 型 MHC 则 主要 负责 胞 外 抗原 的 呈 递 。 
内 质 网 中 开 型 MHC 的 a\B 链 只 有 在 结合 形成 异 源 二 


CD8 蛋白 1 型 MHC 蛋白 


体 时 才 具 有 相对 稳定 性 ,再 通过 不 同 途径 与 胞 外 抗原 结 2 

合 ,转运 到 质 膜 表面 , 呈 递 给 Th, 激 活体 液 免 疫 过 程 。 多 态 性 区 非 多 态 性 区 
一 般 情 况 下 ,MHC 分 子 与 TCR 的 相互 作用 往往 J 

不 足以 维持 这 两 类 细胞 间 的 牢固 联系 ， 需 要 有 另 一 类 5 

称 为 附加 受 体 (accessory receptor) 的 分 子 协同 作用 。 当 4 


这 类 附加 受 体 也 具有 利用 自身 胞 间 信 息 系 统 激活 T 细 
胞 的 功能 时 ,就 被 称 为 共 受 体 (co-receptor)。 这 类 受 体 


不 同 于 TCR 或 MHC 分 子 ,它们 不 能 单独 与 抗原 结合 ， CD4 蛋白 


没有 可 变 区 ,也 不 具有 和 多 型 性 。CD8 和 CD4 共 受 体 分 人 1 型 MHC 蛋 白 抗原 呈 递 细胞 


辅助 下 细胞 之 间 的 反应 (图 10-14) 。 胞 和 细胞 毒性 T 细胞 介 导 的 免疫 反应 
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别 参与 1 型 MHC 与 细胞 毒性 T 细 胞 及 开 型 MHC 与 ”图 10-14 CD4 和 CD8 共 受 体 参 与 辅助 T 细 ‘se 
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10.2 果 蝇 的 发 育 与 调 探 


果 蝇 是 一 种 双 翅 目 昆 虫 ,其 幼虫 和 成 虫 依赖 于 正在 腐烂 的 果实 。 果 蝇 的 个 
体 小 .生命 周期 快 .繁殖 容易 ,每 只 上 肉 虫 两 周 就 可 以 产生 约 300 个 后 代 。 此 外 , 果 


对 化 


体 节 形 成 
器 官 发 生 


胎盘 形成 


受精 卵 


有 图 10-15 果 蝇 发 育 的 不 同时 期 分 析 


育 的 卵 使 用 。 


a ori 


蝇 的 巨大 多 线 染色 体 特 性 使 它 最 适合 于 遗传 分 析 和 基因 
定位 ， 是 基因 与 发 育 领 域 最 好 的 模式 生物 之 一 。Thomas 
Morgan 因为 描述 了 果 蝇 的 遗传 重组 原理 及 发 现 了 性 染色 
体 ， 于 1933 获得 诺 贝 尔 生 理 医 学 奖 。Morgan 的 同事 H.J. 
Miilter 因为 发 现 X 线 诱 导 突 变 而 于 1964 年 获得 诺 贝尔 奖 。 

果 蝇 发 育 的 时 间 周 期 取决 于 温度 ,在 25TC 下 约 9~14d 
为 一 个 周期 (图 10-15), 其 中 第 一 天 为 胚胎 发 育 期 ,幼虫 经 
历 三 个 阶段 ,到 第 四 天 晓 皮 分 化 后 晴 化 (popation) ,在 肾 中 
经 过 5 d 的 变态 ,再 发 育 为 成 虫 。 另 外 ,还 应 加 上 受精 所 需 
的 1~2 d, 共 约 两 周 左右 。 成 年 果 蝇 存活 约 9 d。 果 蝇 发 育 的 
许多 特性 反映 出 这 非 同一 般 的 快速 生命 周期 在 进化 过 程 
中 的 演变 。 


10.2.1 ”卵子 发 育 


果 蝇 卵细胞 在 产生 过 程 中 就 已 经 开始 快速 的 胚胎 发 
育 。 由 于 这 个 特性 , 果 蝇 的 许多 遗传 发 育 特 点 受到 高 度 关 
注 。 果 蝇 卵 在 卵巢 管 中 形 成 ,卵巢 管 被 横向 的 管 壁 分 成 许 


原 肠 胎 形成 ”多 小 室 ( 图 10-16)。 构 成 卵巢 管 管 壁 并 围绕 未 来 卵细胞 的 


细胞 叫 滤 泡 细胞 (follicle cells) ,类 似 于 次 椎 动物 卵巢 中 的 
卵泡 细胞 。 每 个 小 室 中 含有 一 个 肉 性 原始 生殖 细胞 , 即 卵 
原 细胞 (oo0gonium ) 。 

卵 原 细胞 经 过 四 次 有 丝 分 裂 成 为 16 个 细胞 ， 称 为 并 
合体 (fusomes) 的 这 些 细胞 通过 胞 质 桥 构 成 内 部 连接 ,其 中 
之 一 以 后 将 发 育成 为 卵 母 细胞 (oocyte) ,其 余 15 个 姐妹 细 
胞 将 发 育成 为 抚育 细胞 (nurse cell) 。 卵 母 细 胞 为 双 倍 体 , 完 


成 减 数 分裂 后 成 为 单 倍 体 。 抚育 细胞 由 于 反复 进行 DNA 复制 而 成 为 多 倍 体 ,这 
种 基因 组 的 前 期 扩 增 为 在 以 后 的 胚胎 发 育 中 保持 很 高 的 转录 活性 提供 了 物质 
保障 ， 并 为 卵 母 细胞 提供 大 量 的 核糖 体 和 包 庄 在 核糖 体 蛋白 颗粒 中 的 mRNA。 
这 些 核糖 体 和 RNP 由 滋养 细胞 排出 后 经 并 合体 运输 进入 卵 母 细胞 ， 供 正在 发 


滤 泡 细胞 有 自己 的 祖先 。 在 卵子 发 生 后 期 , 滤 泡 细胞 为 卵 母 细 胞 提供 营养 ， 
尤其 是 保证 卵黄 的 供应 这 些 卵黄 首先 在 卵细胞 外 的 “脂肪 体 " 中 以 卵黄 原 蛋 白 
和 卵黄 高 磷脂 蛋白 的 形式 合成 并 被 释放 到 血 淋 巴 中 ,被 滤 泡 细胞 收集 后 再 传递 
给 卵 母 细 胞 ,储存 于 卵黄 板 和 卵黄 颗粒 中 ,为 胚胎 发 育 提供 氨基 酸 、 磷 酸 和 能 
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4 次 有 丝 分 型 


有 图 10-16 果 蝇 卵子 形成 过 程 示意 图 


量 。 滤 泡 细 胞 还 为 胚胎 发 育 提供 末端 和 腹 背 分 化 的 信和 号 。 

卵 母 细胞 自身 的 细胞 核 不 具 转 录 活 性 ,而 由 母 源 抚 育 细胞 . 滤 泡 细胞 和 脂 
肪 体 细胞 利用 自身 的 基因 和 细胞 资源 提供 遗传 信息 和 营养 物质 ,然后 输入 到 卵 
母 细 胞 中 。 这 些 被 输入 到 卵 母 细胞 的 基因 被 称 为 母 源 影响 基因 (maternal effect 
genes) ,对 卵子 的 发 育 有 重大 影响 。 


10.2.2 ”胚胎 发 育 
1. 胚胎 发 生 的 准备 一 一 卵 裂 
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果 蝇 的 胚胎 发 育 得 非常 快 (图 10-17) ,在 产 卵 后 立即 开始 ,并 在 1 d 内 孵化 
成 幼虫 。 果 蝇 的 卵 裂 是 异常 的 。 首 先 ,细胞 核 以 每 9 min i 直 
至 达到 约 有 6 000 个 核 出 现 为 止 。 在 这 段 时 间 ,卵子 发 育成 为 一 个 合 胞 体 (syn- 
cytium ) 。 当 出 现 26 不 以上 的 相让 杭 时 ,达旦 类 呈 祝 天 类 向 狼 站 辣 区 新, 着 
居 到 皮层 组 织 。 此 时 ,细胞 质 膜 沿 核 间 内 陷 ,细胞 质 环 绕 每 个 核 封闭 成 一 个 个 小 
室 (细胞 产生 ), 这 就 是 细胞 胚 盘 期 。 胚 盘 的 腹部 构成 生殖 带 ,产生 胚胎 固着 层 。 
在 果 蝇 的 细胞 胚 盘 产生 以 后 ,其 身体 的 发 育 和 形成 从 生殖 带 腹部 开始 ,并 发 展 
到 卵 背 侧 ,整个 发 育 过 程 涉及 中 胚层 的 形成 、 神 经 索 和 脑 的 形成 等 过 程 。 


有 图 10-17 果 蝇 的 卵 裂 过 程 简 图 


2. 果 蝇 胚胎 的 极 性 与 躯体 的 基本 模式 

与 其 他 两 侧 对 称 的 动物 相似 , 果 蝇 的 卵 胚胎 幼虫 和 成 体 都 具有 明确 的 前 -后 
轴 和 背 - 腹 轴 。 果 蝇 形 体 模式 的 形成 是 沿 前 -后 轴 和 背 - 腹 轴 进行 的 。 果 蝇 胚 胎 和 
幼虫 均 沿 前 -后 轴 显 示 规 律 性 分 节 , 分 属 3 个 解剖 区 ,从 前 到 后 被 称 为 头 节 ,3 个 
胸 节 及 8 个 腹 节 。 果 蝇 幼 虫 的 前 后 端 又 特 化 产生 原 头 和 尾 节 ( 图 10-18)。 


一 上 
胸部 体 节 腹部 体 节 


有 图 10-18 果 蝇 1 龄 幼虫 形体 结构 模式 


在 果 蝇 中 , 轴 决 定 是 在 母 源 基 因而 非 胚 胎 本 身 基因 的 调控 下 发 生 的 。 这 些 
铀 决定 基因 在 母体 输卵管 中 的 抚育 细胞 或 滤 泡 细胞 中 很 活 牙 ,以 核 蛋白 形式 将 
mRNA 运输 到 卵子 中 发 挥 作 用 。 已 发 现 有 4 组 母 源 影响 基因 与 果 蝇 胚 轴 的 形成 
有 关 , 其 中 3 组 参与 胚胎 前 -后 轴 , 即 前 端 系统 决定 头 和 胸部 的 分 节 ,后 端 系统 
决定 腹部 的 分 节 , 未 端 系统 决定 胚胎 两 端 不 分 节 的 原 头 区 和 尾 节 , 第 四 组 基因 
决定 胚胎 的 背 - 腹 轴 。 

早 在 20 世纪 初 ， 胚 胎 学 家 就 已 经 注意 到 很 多 动物 受精 卵 中 特定 部 位 的 细 
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胞 质 定位 与 胚胎 发 育 直接 相关 。 如 果 使 果 蝇 卵 前 端 少量 的 细胞 质 流失 ,该 卵 发 
育成 的 胚胎 就 会 缺失 头 部 和 胸部 。 这 种 缺失 突变 体 与 后 来 发 现 的 bicoid 突变 体 
的 表 型 相似 。 卵 后 端的 极 质 流失 时 ,胚胎 缺失 腹部 而 并 不 影响 最 后 的 尾 节 。 卵子 
其 他 部 位 细胞 质 的 少量 流失 不 会 影响 整个 身体 模式 形成 ,说 明 卵 子 前 、 后 端的 
细胞 质 中 含有 与 决定 果 蝇 身体 模式 形成 有 关 的 信息 物质 存在 。 

在 果 蝇 发 育 的 卵细胞 阶段 ,由 于 抚育 细胞 和 卵泡 细胞 的 分 刻 和 诱导 ,在 长 椭圆 
形 的 卵细胞 两 端 分 别 差异 性 地 锚 定 和 贮存 了 特异 性 翻译 调控 因子 BICOID 和 
nanos mRNA。 进 入 胚胎 发 育 阶段 后 ,这 两 种 信使 RNA 翻译 成 蛋白 质 , 并 在 胚胎 中 
形成 了 BICOID 由 前 向 后 梯度 性 递减 和 NANOS 梯度 性 递增 分 布 。 由 于 BICOID 蛋白 
对 caudal mRNA NANOS 蛋白 对 hunchback mRNA 的 翻译 分 别 具 有 抑制 作用 ,使 这 
两 种 原本 均匀 存在 于 胚胎 中 的 mRNA 产生 了 和 蛋白 表达 的 梯度 差异 ， 即 HUNCH- 
BACK 蛋白 含量 由 前 向 后 逐渐 降低 ,而 CAUDAL 蛋白 含量 则 渐次 增高 (图 10-19) 。 


高 hunchback mRNA 
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有 图 10-19 四 种 母 源 影 响 基因 的 mRNA 和 蛋白 沿 果 蝇 卵子 和 胚胎 前 -后 轴 分 布 的 浓度 
变化 图 


果 电 胚胎、 幼虫 和 成 虫 的 前 
后 极 性 均 源 于 卵子 期 发 生 的 极 
性 。 有 4 个 非常 重要 的 形态 发 生 
决定 基因 参与 调控 胚胎 前 -后 轴 
形成 ,biocoid 和 hunchback 调控 
胚胎 前 端 结 构 的 形成 ,nanos 和 
caudal 调控 胚胎 后 端 结 构 的 形成 。 
上 述 形 态 发 生 决 定 基因 表达 以 
后 ,首先 激活 间隙 基因 表达 ,再 由 
间 院 基因 激活 成 对 控制 基因 ,由 
成 对 控制 基因 激活 体 节 极 性 基因 
表达 。 同 时 ,间隙 基因 成 对 控制 
基因 及 体 节 极 性 基因 产物 与 同 源 
域 基因 (homeotic gene) 上 游 调 控 


HB 蛋白 浓度 梯度 


间隙 基因 


体 节 极 性 基因 同 源 异 型 基因 


区 发 生 相 互 作 用 ， 调 节 同 源 域 基 
因 表 达 ， 最 终 决定 了 每 个 体 节 的 
命运 (图 10-20) 。 


前 端 一 后 端 
有 图 10-20 果 蝇 胚胎 模式 建立 过 程 中 关键 
基因 的 表达 顺序 
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10.2.3 果 蝇 的 末端 系统 及 背 腹 极 性 基因 与 发 育 调 控 
如 果 控 制 前 端 和 后 端 系统 的 基因 都 发 生 突变 , 果 蝇 胚胎 仍 可 产生 某 些 前 后 模 


有 图 10-21 lor 基因 在 控制 果 蝇 胚胎 末 


端的 分 化 中 的 作用 


pcdmRNA 


在 囊 胚 层 核 中 
BICOID 蛋白 的 梯度 
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式 , 并 发 育成 具有 两 个 尾 节 的 胚胎 ,暗示 还 存在 第 三 个 前 -后 
轴 确 定 系 统 , 即 末端 系统 。 末 端 系统 包括 约 9 个 母 源 效应 基 
因 。 这 些 基因 缺失 会 导致 胚胎 的 前 端 原 头 区 和 后 端 尾 节 ( 不 
分 节 部 分 ) 缺失 。 在 这 个 系统 中 发 挥 关键 作用 的 是 torso 基 
因 。 该 基因 编码 一 种 跨 膜 酷 氨 酸 激 酶 受 体 ,其 N 端 序列 位 于 
细胞 膜 外 ,C 端 位 于 膜 内 。 在 卵子 发 育 中 ,tor 基因 在 整个 合 
胞 体 胚 胎 的 表面 表达 (图 10-21 ), 受精 后 配 体 被 释放 出 来 并 
穿 过 卵黄 膜 进入 围 卵 院 。 只 有 当 胚 胎 前 、 后 ,未 端 细胞 外 存在 
配 体 (信号 分 子 ) 时 ,才能 使 tor 特异 性 活化 ,导致 胚胎 前 .后 、 
末端 细胞 特 化 。 

母 源 性 toll mRNA 产物 是 卵细胞 的 跨 膜 受 体 , 其 作用 
是 感知 外 部 信号 并 提示 胚胎 在 何 处 产生 腹 侧 (图 10-22 )。 
toll 受 体 与 调控 果 蝇 腹 侧 发 育 的 外 部 信号 可 能 是 由 一 种 蛋 
白 酶 从 锚 定 复合 体 中 释放 出 并 定位 于 卵细胞 周围 外 卵黄 


分 泌 的 spatzle 因 子 
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TOLL 受 体 
上 因子 


有 图 10-22 果 蝇 前 后 轴 和 背 腹 轴 形 态 发 生 过 程 中 的 BICOID( 左 ) 和 DORSAL 


( 右 ) 蛋 白 的 分 布 
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膜 上 或 附近 的 母 源 效应 基因 spatzl 的 表达 产物 。 因 为 只 有 在 腹 侧 的 受 体能 找到 
配 基 ， 所 以 ,spatzl 前 体 定位 于 卵子 的 腹 侧 而 不 是 背 侧 。 被 配 基 占据 的 受 体能 使 
DORSAL 蛋白 磷酸 化 从 而 引起 DORSAL 蛋白 的 重新 分 布 ， 保 证 胚胎 腹 侧 的 细胞 
核 中 DORSAL 和 蛋白 浓度 较 高 。 当 胚胎 中 DORSAL 基因 发 生 缺 失 时 ,胚胎 不 能 
产生 腹 侧 结构 ,整个 个 体 将 呈现 背 侧 外 观 。 这 个 胚胎 被 称 为 背部 化 (dorsalized ) 
胚胎 。 


10.2.4 ”影响 果 蝇 体 节 发 育 的 基因 


果 蝇 躯体 的 分 节 是 分 步 发 生 的 。 在 合 胞 体 赛 胚层 中 ,胚胎 细胞 开始 转录 和 表 
达 上 自身 基因 产物 ,其 中 有 许多 是 转录 调控 因子 。 这 些 因 子 在 果 蝇 身体 内 并 不 沿 身 
体 呈 均匀 分 布 ,而 是 在 空间 上 被 限制 在 某 些 被 称 为 表达 区 (expression zones ) 的 区 
域内 形成 特殊 的 表达 模式 。 目 前 已 克隆 了 大 约 25 个 参与 体 节 精细 结构 形成 的 
基因 。 在 讲 胚 层 中 ,这 些 基因 表达 顺序 如 下 .: 

1. 间隙 基因 

这 类 基因 包括 hunchback (hb)、kriippel 
(Kr) 和 Knirps(kni) 等 。 这 些 基因 的 表达 很 
有 特点 ， 最 初 在 整个 胚胎 中 都 有 很 弱 的 表 
达 ， 以 后 随 着 卵 裂 的 进行 而 逐渐 变 转 成 一 
些 不 连续 的 表达 区 带 ( 图 10-23)。 

2. 成 对 规则 基因 

这 些 基因 一 般 以 两 个 体 节 为 单位 相互 
间隔 一 个 副 体 节 表 达 ,其 分 布 具有 周期 性 。 
成 对 规则 基因 的 功能 是 把 间隙 基因 确定 的 
区 域 进 一 步 分 化 成 体 节 。 成 对 规则 基因 的 
表达 是 胚胎 出 现 分 节 的 最 早 标志 之 一 , 它 
们 的 表达 模式 较为 独特 , 沿 前 -后 轴 形 成 一 
系列 斑马 纹 状 的 条 带 分 布 ， 正 好 把 胚胎 分 
为 预定 的 体 节 。 图 10-23 三 组 参与 胚胎 发 育 早期 体 节 

3. 体 节 极 化 基因 分 化 基因 的 表达 谱 分 析 (a) 间 阶 基 因 

发 育 到 细胞 圳 胚 期 时 ， 体 节 极 化 基因 (Kriippel,Kr);(b) 成 对 规划 基因 (eve); 
(segment polarity genes) 就 把 不 同体 节 再 进 (ec) 体 节 极 化 基因 (engrailed,en)。 
一 步 划 分 成 更 小 的 条 纹 (图 10-24)。 当 果 蝇 
体 节 极 化 基因 发 生 突变 时 ,每 个 体 节 都 会 缺失 一 个 特定 的 区 域 。engrailed(en) 和 
wingless(wg) 基 因 是 两 个 最 重要 的 体 节 极 化 基因 , en 基因 在 每 一 副 体 节 最 前 端的 
一 列 细胞 中 表达 ,而 wg 基因 的 表达 区 域 恰好 位 于 en 基因 表达 带 之 前 。 所 以 ,这 
两 个 基因 表达 区 域 的 界线 正好 是 确立 副 体 节 的 界线 en 和 wg 基因 表达 的 起 始 受 
含有 同 源 异 型 框 的 成 对 规则 基因 eve 和 fiz 等 编码 转录 调节 因子 的 制约 。en 基因 
在 fiz 和 eve 基因 产物 的 浓度 达到 阔 值 后 才能 被 激活 ,但 wg 基因 的 活化 浓度 显著 
低 于 这 一 阔 值 。 
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有 图 10-24 果 蝇 的 体 节 特征 ( 左 ) 与 用 ENGRAILED 抗体 检测 的 该 基因 的 表达 ( 右 ) 相 


吻合 
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同 源 域 基因 最 终 决 定 委 体 体 节 命 运 。 秽 体 的 部 分 最 终 是 发 育成 为 无 起 的 前 
胸 还 是 有 起 的 中 胸 ,是 有 平衡 器 的 后 胸 还 是 腹部 的 体 节 ,都 是 由 同 源 域 基因 决 


有 图 10-25 果 蝇 触角 足 复 合 物 基因 答 
(Antennapedia complex) 突变 ,引起 同 源 
异型 转换 上 ,平衡 器 发 育成 翅膀 (产生 四 
翅 果 晶 ); 下 ,触角 变 成 足 。 
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定 的 。 在 果 蝇 中 同 源 域 基因 统称 HOM 复合 体 (HOM-C)。 
大 多 数 同 源 域 基因 位 于 第 三 号 染色 体 上 , 排 成 两 徐 。 一 簇 
称 为 触角 复合 体 (4nip-C); 男 一 簇 称 为 双 胸 复合 体 (BX- 
C)。 同 源 域 基因 的 存在 是 通过 一 系列 非常 引 人 注 目的 突 
变 而 得 以 证 实 的 。 果 蝇 的 Antennapedia 突变 就 是 一 个 典 
型 的 例证 。 这 种 突变 使 果 蝇 的 触角 转变 为 足 ( 图 10-25) 。 
典型 的 同 源 域 基因 不 参与 基本 躯干 的 建成 ， 也 不 参与 体 
节 和 肢 芽 的 完善 ， 它 们 只 保证 体 节 或 肢 芽 的 最 终 典 型 特 
征 。 若 将 调控 形成 头 胸 体 节 的 5 个 4mtp-C 基因 或 参与 胸 
腹 体 节 形成 的 3 个 BX-C 基因 突变 ， 可 产生 惊人 的 同 源 
异型 转换 (homeotic transformation ) , 使 形态 正确 的 结构 长 
到 了 错误 的 地 方 。 在 触角 足 基 因 (Antennapedia) 显 性 突变 
中 ,该 基因 在 头 以 及 胸部 表达 ,使 头 结构 部 分 转变 成 胸 体 
节 。 因 为 该 体 节 要 承受 的 是 腿 而 非 触角 ,所 以 , 头 部 出 现 
了 两 条 腿 。 


10.3 高 等 植物 花 发 育 的 基因 调控 


高 等 植物 开花 的 控制 长 期 以 来 是 人 们 非常 关心 的 事情 ， 对 这 个 问题 的 探索 
可 妃 溯 到 20 世纪 初 有 关 碳 / 氮 比 对 开花 迟早 影响 的 学 说 ,30 年 代 关 于 开花 素 的 
学 说 和 春 化 的 概念 ,70 年 代 所 提出 的 关于 植物 由 营养 生长 过 渡 到 生殖 生长 前 的 
感受 状态 理论 。 这 个 时 期 对 开花 的 探索 主要 着 重 于 植物 的 形态 .生理 学 以 及 环境 
的 影响 等 方面 。 也 从 遗传 学 角度 利用 植物 本 身 的 突变 体 或 用 人 工 创造 的 突变 体 
对 植物 的 开花 提出 了 一 些 新 的 概念 ,并 根据 分 生 组 织 的 形态 特征 ,将 植物 从 营养 
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生长 到 生殖 生长 的 转变 分 为 三 个 阶段 , 即 营养 分 生 组 织 阶段 ,花序 分 生 组 织 发 生 
阶段 和 花 分 生 组 织 发 生 阶段 。 随 着 植物 分 子 生 物 学 技术 的 不 断 完 善 ,尤其 是 有 关 
克隆 技术 和 诱 变 技术 的 出 现 , 使 人 们 从 模式 植物 如 拟 南 芥 (4rabidopsis thaliana) 
或 金鱼 草 (4mtirriinum majus ) 中 分 离 克隆 到 许多 控制 植物 开花 的 基因 ,为 进一步 
认识 植物 开花 的 内 在 控制 机 制 以 及 与 外 界 环境 因素 的 相互 作用 莫 定 了 基础 。 


10.3.1 植物 的 花 器 官 结构 


种 子 植物 的 花 由 枝条 变态 产生 ,而 花 器 官 由 叶片 变态 产生 。 一 般 认 为 ,种子 
植物 的 成 年 花 器 官 由 花 葛 、 花 辩 ,雄蕊 .上 肉 划 ( 心 皮 ) 等 四 轮 结构 所 组 成 (图 10- 
26)。 成 年 花 器 官 是 从 分 生 组 织 发 育 而 来 的 ,营养 分 生 组 织 产 生花 序 分 生 组 织 ， 
花序 分 生 组 织 产 生花 分 生 组 织 , 花 分 生 组 织 可 被 进一步 分 为 早期 花 分 生 组 织 和 
晚期 花 分 生 组 织 ,早期 花 分 生 组 织 有 点 类 似 于 营养 分 生 组 织 ,具有 无 限 生 长 的 
特点 。 花 分 生 组 织 产生 花 器 官 原 基 , 最 后 产生 花 器 官 。 


有 图 10-26 拟 南 芥 花 的 构成 


10.3.2 ”调控 花 器 官 发 育 的 主要 基因 


花 分 生 组 织 决定 基因 (flower meristem identity gene) 促 进 从 花序 分 生 组 织 产 
生花 分 生 组 织 并 进一步 分 化 产生 花 器 官 原 基 ,但 产生 何 种 花 器 官 则 由 同 源 域 基 
因 所 控制 。 花 分 生 组 织 决定 基因 可 以 在 一 定 程 度 上 激活 同 源 域 基 因 。 

1. 同 源 域 基因 与 花 器 官 发 育 

金鱼 草 . 拟 南 芥 等 植物 的 花 都 由 四 种 类 型 的 花 器 官 组 成 , 花 器 官 排列 成 向 
心 的 圆 环 形 , 称 作 轮 性 (whorl)。 野 生 型 金鱼 草 和 拟 南 芥 的 花 由 四 个 花 昔 组 成 最 
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外 侧 的 第 一 轮 \ 依 次 向 内 为 四 个 花瓣 组 成 第 二 轮 ,六 个 雄蕊 组 成 第 三 轮 , 两 个 融 
合 的 心 皮 组 成 第 四 轮 。 

在 研究 金鱼 草花 形态 突变 体 时 发 现 ， 花 器 官 的 同 源 异 型 突变 包含 三 大 类 
型 ,类 型 [ 为 第 一 轮 和 第 二 轮 器 官 受 影响 ,产生 心 皮 状 的 花 苯 和 雄 芝 状 的 花瓣 。 
类 型 卫 为 第 二 轮 和 第 三 轮 器 官 受 影响 ,产生 花 苯 状 的 花瓣 和 心 皮 状 的 雄花。 类 
型 亚 为 第 三 轮 和 第 四 轮 器 官 受 影响 ,产生 花瓣 状 的 雄蕊 和 花 昔 状 的 心 皮 ,而 且 
最 内 侧 两 轮 器 官 的 数量 和 轮 数 也 发 生 了 改变 。 类 型 了 中 四 轮 结构 全 部 受 影响 
(图 10-27)。 进 一 步 研 究 这 些 突变 体 的 基因 型 发 现 , 每 一 种 类 型 的 突变 体 中 都 
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1 图 10-27 由 3 组 同 源 异型 基因 决定 四 轮 花 器 官 特 征 的 "ABC" 模 型 
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是 因为 发 生 了 同 源 域 基 因 的 突变 而 使 相 邻 两 轮 花 器 官 受 到 影响 ,证 明 植 物 的 器 
官 发 生 与 动物 的 器 官 发 生 一 样 ,都 受 同 源 域 基因 控制 。 

2. 同 源 域 基因 的 分 离 

科学 家 最 早 在 1990 年 利用 转 座 子 突变 的 方法 从 金鱼 草 中 分 离 并 克隆 出 同 
源 域 基因 DEFA (Deficiens)。 和 研究 发 现 ,该 基因 编码 的 蛋白 质 与 两 个 已 知 的 转录 
因子 ,哺乳 动物 中 的 SRF(serum response factor) 和 酵母 中 的 MCMI(minichromo- 
some maintenance gene) 的 一 个 保守 区 域 有 很 高 的 同 源 性 ,这 一 区 域 参 与 二 聚 化 
并 与 DNA 结合 ,在 推测 的 与 DNA 的 结合 区 中 ,单个 的 氨基 酸 突变 均 会 导致 该 
转录 因子 与 DNA 的 结合 能 力 下降 ， 说 明 DEFA 可 能 编码 一 个 具有 调控 功能 的 
DNA 结合 蛋白 。 

此 后 ,又 克隆 了 同 源 域 基因 4C(agamous) , 它 编码 的 蛋白 质 与 上 述 转录 因 
子 具 有 高 度 的 序列 相似 性 .用 DEFA4 的 这 一 保守 区 域 作 探 针 ,从 金鱼 草 的 cDNA 
库 中 筛选 出 了 8 个 独立 的 基因 ， 在 和 蛋白质 水 平 上 与 DEFA 的 DNA 结合 区 有 很 
高 的 相似 性 (65%~90%)。 表 10-4 列 出 了 已 克隆 的 多 个 涉及 花 发 育 的 同 源 域 基 
因 。 上 述 结果 表明 ,在 金鱼 草 和 拟 南 芥 中 可 能 存在 着 一 个 参与 花 器 官 发 育 和 分 
化 的 基因 家 族 ， 该 家 族 的 成 员 可 能 参与 不 同 的 分 化 过 程 。 由 于 这 些 新 的 家 族 
(MCMI1、AG、DEFA4 和 SRF) 均 含有 一 个 保守 的 区 域 ,根据 这 儿 个 家 族 基 因 名 
称 的 第 一 个 字母 ,将 该 保守 区 命名 为 MADS-box。 


表 10-4 已 经 克隆 的 植物 花 器 官 特征 决定 基因 及 其 可 能 的 功能 分 析 


APETALA1/SQUAMOSA 花 昔 变 为 叶片 转录 因子 


APETALA2/Unkown 花 苯 变 为 叶片 / 心 皮 ,花瓣 变 为 心 皮 转录 因子 
APETALA3/DEFICIENS 花 辩 变 为 梭 蔚 , 雄 营 变 为 心 皮 转录 因子 
PISTILLATA/GLOBOSA 类 似 AP3/DEF 转录 因子 
AGAMOUS/PLENA 重复 发 生 一 轮 花 昔 及 两 轮 花瓣 转录 因子 
LFY/FLORICAULA 产生 更 多 的 花序 ,绿色 花 , 由 类 似 花 昔 转录 因子 
与 心 皮 的 花 器 官 构成 
10.3.3 花 器 官 发 育 的 ABC” 模型 
1.“ABC" 模 型 的 提出 


在 对 拟 南 并 和 金鱼 草 突变 体 及 花 器 官 特 征 决定 基因 功能 的 研究 中 ,E. 
Myerowitz 提出 了 控制 花形 态 发 生 的 “ABC" 模 型 ,图 10-27 是 以 拟 南 芥 突 变 体 为 
代表 的 “ABC" 模 型 图 示 。 根 据 这 个 模型 ,正常 花 的 四 轮 结构 的 形成 是 由 三 组 基 
因 共 同 作用 而 完成 的 。 每 一 轮 花 器 官 特 征 的 决定 分 别 依赖 于 4 .B.C 三 组 基因 
中 的 一 组 或 两 组 基因 的 正常 表达 。 如 其 中 任何 一 组 或 更 多 的 基因 发 生 突 变 而 丧 
失 功 能 , 则 花 的 形态 将 出 现 异常 。4 基因 在 第 一 、 二 轮 花 器 官 中 表达 ,B 基因 在 
第 二 ,三 轮 花 器 官 中 表达 ,C 基因 在 第 三 、 四 轮 花 器 官 中 表达 。4 基因 本 身 决定 
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苯 片 ,4 和 8B 基因 共同 决定 花 辩 ,B 与 C 基因 共同 决定 雌蕊 ,C 基因 决定 心 皮 。 此 
外 ,A 基因 与 C 基因 相互 持 抗 。 当 A4 基因 突变 后 (如 APl .4P2), 导 致 第 一 轮 花 器 
官 中 的 花 苯 突变 为 心 皮 ,第 二 轮 花 器 官 中 的 花瓣 突变 为 雄 蔓 。 妃 基因 突变 后 (如 
4P3、P 突 变 体 ) , 花 昔 替代 了 第 二 轮 花 器 官 中 的 花瓣 ,第 三 轮 花 器 官 中 的 雄蕊 变 
为 心 皮 。 若 C 基因 失 活 (如 AG 突变 体 ), 则 第 三 轮 花 器 官 中 的 雄花 转变 为 花 辩 ， 
第 四 轮 花 器 官 中 的 心 皮 也 转变 为 花瓣 。 妃 基因 在 第 四 轮 花 器 官 中 的 表达 受到 
SUPERMAN 基因 的 抑制 。SVP 突变 体 的 表 型 为 第 四 轮 心 皮 数量 大 大 减少 ,而 峻 
蕊 数量 大 大 增加 。 如 前 三 轮 花 器 官 中 的 基因 表达 正常 ,只 有 第 四 轮 花 器 官 中 有 忌 
基因 异 位 表达 ,导致 该 轮 花 器 官 发 育 为 雄蕊 (图 10-27)。 大 量 单 突变 、 双 突变 ,三 
突变 体 以 及 基因 过 量 表 达 的 研究 结果 均 在 不 同 程度 上 支持 这 个 模型 。“ABC"” 模 
型 的 提出 是 近年 植物 发 育 生物 学 研究 中 的 一 个 非常 重要 的 突破 ,可 以 解释 多 个 
基因 在 器 官 特征 性 发 育 中 的 作用 。 

2. 对 “ABC" 模 型 的 质疑 

“ABC" 模 型 是 基于 科学 家 对 所 分 离 的 控制 花 器 官 决定 基因 作用 方式 的 一 种 
简单 化 的 概念 性 解释 ， 随 着 人 类 在 分 子 水 平 上 对 同 源 域 基因 相互 作用 的 新 认 
识 , 同 源 域 基因 所 调控 的 “ABC" 模 型 也 受到 了 许多 质疑 。 首先 ,在 “ABC” 模 型 中 
不 同类 型 器 官 的 划分 是 很 严格 的 ,但 许多 开花 突变 体 中 ,不 同类 型 器 官 之 间 常 
常会 出 现 能 合体 ;其 次 ,46 突变 体 在 理论 上 应 使 第 三 四 轮 组 织 发 育成 为 相同 数 
量 的 花 苯 和 花 辩 , 事 实 上 往往 出 现 增殖 现象 ,产生 大 量 花 莹 花 辩 ,暗示 4G 可 能 
不 是 一 个 单独 的 基因 ,而 是 有 多 个 同 源 基 因 ,这 些 基因 不 但 在 雄蕊 和 心 皮 发 生 
过 程 中 起 作用 ,也 在 其 他 生命 过 程 中 起 作用 ;第 三 ,4 P2 基因 的 表达 不 具备 器 官 
特异 性 ,所 有 花 器 官 中 都 存在 该 基因 的 表达 产物 。 最 后 ,SUPERM4 基因 能 抑制 
4P3 和 PI 基因 表达 ,从 而 抑制 花 器 官 形成 (图 10-28)。 最近, 有 人 提出 了 控制 花 
形态 发 生 的 “4 BCE" 模 型 , 即 除 在 控制 花形 态 中 的 ABC 基因 之 外 ,还 有 一 类 在 功 
能 上 重复 的 基因 一 一 E。 这 类 基因 是 由 多 个 相似 基因 编码 相关 蛋白 与 4B8C 基因 
共同 控制 特异 花 器 官 如 花 苯 ,花瓣 ,雄蕊 和 心 皮 的 形成 ,完全 缺失 已 基因 则 形成 
叶 状 器 官 ,4BC 基因 失去 形成 花 器 官 的 功能 ,不 能 产生 花 器 官 , 如 sep lsep2sep3 
三 突变 体 就 只 有 花 葛 ( 图 10-29)。 


| 10.3.4 参与 诱导 开花 信号 产生 .传递 和 感知 的 基因 


已 从 拟 南 芥 中 克隆 了 两 个 涉及 开花 时 间 的 基因 ,CONSTAINS(CO ) 和 
LUMINIDEPENDENS(LD)。 研究 表明 ,这 两 个 基因 都 在 营养 生长 期 表达 。C0O 可 
能 是 一 个 转录 因子 ,一 般 情况 下 促进 长 日 照 生 长 的 植物 开花 。CO 基因 的 异 位 表 
达 会 迅速 诱导 开花 基因 的 表达 ,使 植物 开花 时 间 大 大 提前 (图 10-30) 。 

最 终 促 进 开花 信和 号 来 源 于 花 器 官 分 生 组 织 决定 基因 ,LEAFY(LFY) ,目前 尚 
不 清楚 该 基因 表达 的 产物 是 否 直 接 与 促进 开花 的 信号 发 生 相 互 作 用 。 拟 南 芥 
LFY 突变 体 比 野生 型 产生 更 多 的 花序 分 枝 ,其 花 呈 绿色 ,由 类 似 花 苯 和 心 皮 样 
的 器 官 构成 , 异 位 表达 LFY 导致 转基因 植物 提前 开花 并 将 蕉 尖 转 变 成 花 ,证 明 
LFY 基因 不 仅 决 定 花 分 生 组 织 的 特性 ,而且 影响 开花 时 间 ( 图 10-31) 。 
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有 图 10-28 经 修改 后 的 “ABC" 模 型 (a)4P2 基因 和 花 同 源 异 型 MADS 盒 基因 与 植物 花 发 育 的 关 
系 分 析 。AP2 在 四 轮 花 器 官 中 都 表达 ,MADS box 基因 只 限定 在 一 对 花 器 官 中 表达 。S, 花 苯 ;P, 花 辩 ， 
St, 雄 蕊 ;C, 心 皮 ( 肉 蓉 )。(b) 通 过 对 相关 基因 表达 区 域 分 析 修 正 “4BC” 模 型 。 针 基因 尚未 被 克隆 。 
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有 图 10-29 花形 态 建成 的 ABCE 模型 ”a. 野生 型 ;b. A 基因 突变 ;c. BB 基因 突 变 ;d.C 基因 
突变 ie. 巨 基因 突变 
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有 图 10-30 “CO 表达 诱导 拟 南 芥 提 前 开花 
芥 ;(b)35 S 启动 子 了 驱动 CO 基因 表达 ,诱导 拟 南 其 提前 开花 


(a) 野 生 型 拟 南 


TERMINAT FLOWER1(TFLI ) 是 影响 拟 南 芥 分 生 组 织 特性 的 另 一 个 非常 重 


要 的 基因 


有 图 10-31 花 分 生 组 织 决 定 基因 LEAFY(LFY) 将 具 
有 无 限 生长 特征 的 拟 南 莉 茎 尖 组 织 转变 成 花 (a) 在 
LFY 突变 体 中 正常 情况 下 发 育成 花 的 枝 转变 成 无 限 梳 
条 。 图 中 所 示 的 所 有 次 生 枝条 生长 的 位 置 在 野生 型 拟 南 
蕉 中 均 发 育成 花序 ;(b) 过 量 表达 ZLFTY 的 转基因 拟 南 其 


Se*° 中 ,次 生 枝 转变 成 花 , 初 级 枝 在 早期 发 育成 终端 花 或 形成 
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一 簇 花 


TFL 突变 体 开 花 提 前 ,初级 花序 分 枝 转变 成 末端 花 ,缺少 侧枝 , 花 的 


数量 也 大 大 减少 (图 10-32)。7777 在 分 生 组 织 
中 表达 ,但 不 在 幼 花 原 基 中 表达 。TFL 突变 体 
(由 无 限 枝 转 变 成 有 限 的 枝 ) 和 LFY 突变 体 ( 由 
有 限 的 枝 转变 成 无 限 的 枝 ) 的 表 型 恰好 相反 ,说 
明 两 个 基因 可 能 是 相互 持 抗 的 。 

为 外 三 个 影响 花 分 生 组 织 决定 基因 是 


4P .4P2 和 CAL。API1 和 AP2 突变 强化 了 LFY 


突变 体 的 表 型 ,虽然 CAL 突变 体 没 有 可 见 的 表 
型 ,但 CAL 和 4PI1 双 突 变 体 转变 成 更 明显 的 无 
限 枝 条 ,产生 了 类 似 与 菜花 花 型 样 的 花序 ,说 明 
该 基因 对 花 分 生 组 织 的 发 生 有 重要 影响 。API 
和 CAL 基因 序列 和 表达 模式 非常 相似 ,说 明 它 
们 可 能 在 某 种 程度 上 重 释 或 互补 。 

LFY .A PI1 和 4P 表达 模式 与 它们 在 早期 
花 分 生 组 织 中 的 作用 相 吻 合 。 在 花 器 官 原 基 发 
育 之 前 ,LFY 和 AP1 在 营养 生长 过 程 中 表达 量 
很 低 ， 在 G4 或 光 周 期 处 理 诱导 开花 过 程 中 ， 
LFY 表达 量 会 迅速 提高 。CO 的 异 位 表达 也 会 促 
进 LFY 的 大 量 表 达 ， 说明 CO 的 功能 之 一 是 促 
进 LFY 表达 。 虽 然 在 由 营养 生长 转变 到 花 发 育 
时 LFY 基因 已 经 表达 ,但 4API 在 花 原 基 中 没有 
表达 ， 直 到 花 诱 导 开 始 1~2 d 后 才 开 始 表达 。 


AP2 基因 在 植物 整个 生活 史 中 持 续 表达 , 花 器 


官 分 生 组 织 确定 期 该 基因 表达 量 显 著 上 升 ( 图 
10-33) 
LFY .4P1 和 4P2 基因 具有 不 同 的 功能 ,但 
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(a) (b) 


有 图 10-32 TFL1 对 花 发 育 的 调控 ” (a)TkL 突变 体 的 花序 表 型 。 左 边 
为 野生 型 ,右边 为 TFI 突变 体 ,很 快 就 发 育成 一 个 终端 花 或 一 往 终 端 花 ; 
(b)TFL 突变 体 终 端 花 的 放大 图 


SAM FP 


有 图 10-33 花 分 生 组 织 决定 基因 在 营养 生长 和 成 花 
枝 项 端的 表达 模式 分 析 LP, 叶 原 基 ;SAM ,顶端 分 生 组 
织 ;FP, 花 原 基 


它们 在 花 发 育 不 同 阶段 有 重合, 推测 可 能 有 增强 基因 活性 的 作用 ,因为 这 些 基 
因 都 编码 了 转录 调控 因子 。 序 列 分 析 表 明 ,4P .AP2 类 转录 因子 含有 MADS 
盒 ,LFY 编码 的 蛋白 质 富 含 腿 氨 酸 和 酸性 区 ， 它 可 能 代表 着 一 类 新 的 转录 因 
乒 。 图 10-34 是 各 条 开花 通路 之 间 的 相互 关系 ,许多 科学 家 正在 共同 努力 , 争 
取 尽 快 全 面 揭示 植物 开花 的 调控 规律 ,进一步 造福 人 类 。 
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光 周 期 独立 途径 光 周 期 依赖 途 径 自主 开花 途径 
长 日 照 春 化 


有 图 10-34 拟 南 莉 中 各 条 开花 通路 之 间 的 相互 关系 分 析 


ss 


1 . 为 何 机 体 需 要 体液 免疫 和 细胞 免疫 两 种 免疫 方式 ?缺失 其 中 一 种 的 后 果 是 什么 ? 

2. 假如 你 猜测 某 个 基因 涉及 果 蝇 的 眼睛 发 育 ( 已 知 该 基因 的 序列 ) ,请 试 设计 
实验 证 实 你 的 设想 。 

3. 假如 某 个 基因 突变 使 果 蝇 长 出 两 个 尾巴 ,但 你 不 知道 该 表 型 涉及 一 个 基因 
还 是 多 个 基因 ,你 将 如 何 设计 实验 解决 这 一 问题 ? 请 提出 实验 方案 找到 涉及 
这 个 性 状 的 突变 基因 。 

4. 假如 你 得 到 一 个 拟 南 芥 突变 体 , 表 型 是 花 发 育 不 正常 ,但 是 发 生 突 变 的 基因 
不 属于 所 有 已 知 的 参与 花形 态 建成 的 基因 ， 你 如 何 研究 这 个 基因 在 拟 南 芥 
花 发 育 中 的 功能 ? 你 觉得 这 个 问题 有 可 能 吗 { 即 确实 存在 这 样 的 基因 吗 )? 

5. 现在 已 经 证 明 植 物 开花 的 时 间 与 光照 有 关 ， 试 问 这 种 关联 对 于 植物 的 意义 
在 哪儿 ? 

6. 假如 把 拟 南 芥 中 所 有 涉及 花 发 育 的 基因 全 部 敲 除 ， 将 所 有 涉及 玫瑰 花 发 育 
的 基因 都 置 于 相应 拟 南 芥 基因 启动 子 的 调控 之 下 并 转 到 拟 南 芥 中 ， 这 些 转 
基因 拟 南 芥 会 开 出 玫瑰 花 吗 ? 为 什么 ? 
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基因 组 与 比较 基因 组 学 


20 世纪 40 年 代 第 一 颗 原 子弹 爆炸 ,60 年 代 人 类 首次 登 上 
月 球 和 90 年 代 提 出 并 已 基本 完成 的 人 类 基因 组 计划 (human 
genome project,HGP) 是 这 100 年 科技 发 展 史 上 的 三 大 创举 。 基 
因 组 是 指 生 物 有 机 体 的 单 倍 体 细 胞 中 的 所 有 DNA ,包括 细胞 核 
内 的 DNA 和 各 种 细胞 器 中 的 DNA。DNA 双 螺 旋 结 构 的 发 现 者 
之 一 J.D.Watson 认为 ， 与 人 类 登 月 计划 相 比 ,HGCP 的 资金 投入 
少 ,但 它 对 人 类 生活 的 影响 却 可 能 更 深远 。 因 为 随 着 这 个 计划 的 
完成 ,DNA 分 子 中 储藏 的 有 关 人 类 生存 和 繁衍 的 全 部 遗传 信息 
将 被 破译 ， 它 将 不 仅 帮 助 我 们 理解 人 类 如 何 作为 健康 人 发 挥 正 
常生 理 功 能 ,还 将 最 终 揭 开 基因 在 瘤 症 .早老 性 痴呆 症 .精神 分 
裂 症 等 严重 危害 人 类 健康 的 疾病 中 的 作用 ,事实 上 ,对 人 类 自身 
更 深入 的 了 解 是 人 类 活动 最 重要 的 组 成 部 分 ， 因 为 任何 自然 科 
学 研究 ,都 不 会 比 人 类 尽快 找 出 解决 自身 所 面临 的 人 口 膨胀 粮 
食 短缺 .环境 污染 ,疾病 危害 ,能 源 资源 匮乏 生态 平衡 破坏 、 生 
物 物 种 消亡 等 一 系列 难题 更 为 重要 .更 为 迫切 。 

对 人 类 以 及 其 他 生物 体 全 基因 组 的 测序 是 人 类 科学 发 展 史 
上 的 一 项 浩大 工程 。 人 类 基因 组 计划 以 及 由 此 派生 出 来 的 数量 庞 
大 的 基因 组 计划 显然 得 益 于 20 世纪 下 半 页 获得 鞍 勃 发 展 的 分 子 
生物 学 研究 和 以 “微软 "技术 为 龙头 的 计算 机 软件 行业 ,前 者 通过 
发 明 DNA 序列 分 析 仪 器 和 迅速 的 更 新 换代 为 基因 组 计划 提供 了 
强大 的 技术 支撑 ,而 后 者 使 该 计划 所 产生 的 海量 数据 在 实验 室 得 
到 消化 和 处 理 。 从 1975 年 花 了 九 牛 二 虎 之 力 测定 全 长 5 386 bp 
的 噬菌体 @X174 基因 组 到 2001 年 完成 总 长 3x10? bp 的 人 类 基 
因 组 序列 测定 , 短 短 20 多 年 间 DNA 序列 分 析 技 术 发 生 了 质 的 飞 
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跃 。 如 果 没 有 高 通 量 DNA 序列 分 析 技 术 的 突破 ,人 类 基因 组 计划 就 几乎 不 可 能 
被 完成 。 有 人 做 过 这 样 的 统计 ,如 果 一 个 熟练 的 DNA 序列 分 析 人 员 采 取 早 期 方 
法 每 天 测定 1 000 bp 计算 ,人 类 基因 组 ( 约 3x10” bp) 的 全 序列 分 析 ,至 少 也 得 
需要 100 名 这 样 的 工人 花 上 100 年 的 时 间 才 能 完成 。 而 现在 的 高 通 量 测序 仪 可 
达到 月 测序 1 Mb~6 Mb! 随 着 计算 机 分 析 处 理 能 力 的 提高 以 及 科学 家 对 序列 分 
析 流 程 的 不 断 改进 和 优化 , 必 将 有 越 来 越 多 物种 的 基因 组 DNA 被 测定 和 解析 。 
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人 类 基因 组 计划 的 成 功 很 大 程度 上 得 益 于 早期 在 有 效 减少 DNA 测序 成 本 
的 方法 学 上 的 投资 ,通过 改良 测序 方法 ,不 断 提升 其 自动 化 程度 ,DNA 测序 的 成 
本 降低 了 100 倍 , 从 20 世纪 70~80 年 代 每 个 碱 基 10 美元 降低 到 目前 1 美元 10 
个 碱 基 ! 可 以 说 ,高 通 量 测序 仪器 的 引入 和 大 规模 商业 化 测序 中 心 的 建立 推动 
了 新 的 超 低 成 本 DNA 测序 技术 的 发 展 , 在 可 以 预见 的 将 来 ,很 可 能 有 更 低 成 本 
的 DNA 测序 技术 走向 市 场 。 


11.1.1 DNA 序列 测定 的 基本 原理 


无 论 是 对 于 重组 质粒 .单个 基因 还 是 整个 基因 组 ,分 析 DNA 结构 的 最 基本 
方法 就 是 测定 出 这 些 DNA 分 子 的 一 级 结构 一 一 DNA 序列 。DNA 自动 测序 仪 的 
出 现 使 得 DNA 测序 过 程 变 得 快捷 而 稳定 ,计算 机 处 理 能 力 的 迅速 提高 则 使 得 
大 晤 DNA 小 片段 很 容易 被 拼接 成 较 大 的 片段 甚至 整 条 染色 体 。 高 效 快 捷 的 
DNA 测序 方法 是 20 世纪 70 年 代 中 期 发 展 起 来 的 。 当 时 有 两 种 不 同 的 测序 方 
法 ,一 种 是 Sanger 的 双 脱 氧 链 终止 法 ,一 种 是 Maxam-Gilbert 的 化 学 修饰 法 。 在 
基因 组 测序 的 过 程 中 双 脱 氧 链 终止 法 逐渐 占据 了 显著 的 优势 ,因为 该 方法 更 适 
合 于 序列 分 析 的 自动 化 。 

剑桥 大 学 的 FSanger 等 人 于 
1977 年 发 明了 利用 DNA 聚合 酶 的 
双 脱 氧 链 终 止 原理 测定 核 苷 酸 序列 
的 方法 ,由 于 这 种 方法 要 求 使 用 一 种 
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OH H 单 链 DNA 模板 和 一 种 适当 的 DNA 
(a) dNTP 引物 ,因此 也 称 为 引物 合成 法 或 酶 催 
A.co 或 17 ”化 引物 合成 法 。 它 利用 了 DNA 聚合 
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| i | ss ” 碱 基 酥 所 具有 的 两 种 酶 催化 反应 的 特性 . 

站 、| ， GT 该 酶 能 以 单 链 DNA 为 模板 ， 合 
oH oH oH 2 出 准确 的 DNA 互补 链 序列 ，@@ 如 果 
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(b) ddNTP 


以 2 ,3- 双 脱氧 核 苷 三 磷酸 为 底 物 ， 
摊 人 到 新 合成 的 寡 核 苷 酸 链 的 3' 端 


后 ,DNA 链 的 延伸 被 终止 (图 11-1)。 
在 DNA 测序 反应 中 ， 加 入 模板 


有 图 11-1 脱氧 核 昔 三 磷酸 {dNTP) 和 双 脱 所 
核 背 三 磷酸 (ddNTP) 的 分 子 结 构 式 
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DNA 特异 性 引物 .DNA 聚合 酶 dATP dTTP dGTP ,dCTP 和 一 种 ddNTP, 当 这 
种 2',3'- 双 脱氧 ddTTP 掺 入 到 窒 核 苷 酸 链 的 3’ 端 ， 取 代 了 常规 的 脱氧 核 苷 酸 
(dNTP) 之 后 ,由 于 ddTTP 没有 3'-OH 基 团 , 宅 核 苷 酸 链 不 再 继续 延长 ,在 本 该 
由 dTTP 掺 入 的 位 置 上 发 生 了 特异 性 的 链 终 止 效应 ,如果 在 同一 个 反应 中 ,加 入 
带 部 放射 性 标记 的 dNTP ,经 过 适当 的 温 育 之 后 ,将 会 产生 出 不 同 长 度 的 DNA 
片段 混合 物 。 它 们 都 具有 同样 的 5' 端 ,并 在 3' 端 的 ddTTP 处 终止 。 将 这 种 混合 物 
加 到 变性 凝 胶 上 进行 电泳 分 离 ,就 可 以 获得 一 系列 全 部 以 3' 端 ddTTP 为 终止 残 
基 的 DNA 片段 的 电泳 谱 带 模式 。 分 别 加 入 ddATP .ddGTP 和 ddCTP ,在 不 同 试 
管 中 温 育 后 ,点 样 于 同一 变性 凝 胶 上 做 电泳 分 离 ,再 通过 放射 自 显影 的 方法 检 
测 单 链 DNA 片段 的 放射 性 带 ,就 可 以 直接 读 出 DNA 的 核 苷 酸 顺 序 。 在 DNA 合 
成 反应 中 ,一 般 用 去 掉 5' 一 3' 核 酸 外 切 酶 活性 的 DNA 聚合 酶 的 Klenow 大 片 
段 来 催化 合成 单 链 DNA 模板 序列 的 互补 链 。 


11.1.2 基因 组 DNA 大 片段 文库 的 构建 


除了 DNA 序列 测定 技术 进步 之 外 ,20 世纪 80 年 代 后 期 发 展 起 来 的 酵母 人 
工 染色 体 技术 (yeast artificial chromosome ,YAC) 为 创制 基因 组 物理 图 以 及 最 终 
的 基因 组 序列 测定 提供 了 一 个 极为 方便 的 平台 。1983 年 ,美国 Dana-Farber 癌 
症 研究 所 和 哈佛 大 学 医学 院 的 科学 家 首次 报道 了 构建 YAC 库 的 过 程 。1987 
年 ,科学 家 发 现 ,仅仅 带 有 ARS 序列 的 载体 虽然 能 够 被 复制 ,但 极 易 在 有 丝 分 
裂 时 丢失 。 即 使 在 选择 培养 基 上 ,也 只 有 $%~20% 的 子 代 细 胞 带 有 ARS 类 载 
体 。 若 在 YAC 载体 上 加 入 (CEN ) 序 列 ,就 能 显著 提高 有 丝 分 裂 时 的 稳定 性 , 保 
证 90% 以 上 的 子 代 细 胞 带 有 该 载体 。CEN 还 能 显著 降低 拷贝 数 ,使 每 个 细胞 
所 带 的 载体 数 从 20~50 个 降 为 1~2 个。 

YAC 是 迄今 容量 最 大 的 克隆 载体 ， 插 入 片段 平均 长 度 为 200~1 000 kb ,最 
大 的 可 以 达到 2 Mb。YAC( 图 11-2) 含 有 三 种 必需 成 分 :着 丝 粒 、 端 粒 和 复制 起 
点 。 着 丝 粒 (CEN ) 位 于 染色 体 中 央 , 哇 纽扣 状 结构 ,在 有 丝 分 裂 时 结合 微 管 并 调 
控 染 色 体 的 运动 ,也 是 姐妹 染色 单 体 配对 时 的 最 后 位 点 ,接收 细胞 信号 而 使 姐 
妹 染 色 体 分 开 。 端 粒 (TEL) 的 主要 功能 是 防止 染色 体 融 合 .降解 并 确保 其 完整 复 
制 。 但 是 ,YAC 载体 也 存在 不 少 缺点 ,特别 是 其 能 合体 比例 较 高 ,一 个 YAC 克隆 
中 可 能 含有 两 个 或 多 个 本 来 不 相连 的 独立 的 DNA 片段 。 部 分 克隆 子 不 稳定 ,在 
继 代 培 养 过 程 中 可 能 会 发 生 缺 失 或 重 排 。 由 于 YAC 与 酵母 染色 体 具 有 相似 的 
结构 ,实验 操作 中 很 难 与 酵母 染色 体 区 分 开 , 操 作 时 也 容易 发 生 染 色 体 机 械 切 
割 和 断裂 。 

为 了 克服 上 述 缺 点 ,科学 家 用 细菌 的 质粒 及 其 调控 基因 构建 了 细菌 染色 
体 克 隆 载 体 , 称 为 BAC (bacterial artificial chromosome), 其 克隆 能 力 在 125~ 
150 kb 左右 。 该 质粒 主要 包括 oriS ,repE( 控 制 质粒 复制 ) 和 par4 parB( 控 制 
拷贝 数 ) 等 成 分 (图 11-3)。 以 BAC 为 基础 的 克隆 载体 形成 宜 合 体 的 频率 较 低 ， 
转化 效率 高 ,而 且 以 环 状 结构 存在 于 细菌 体内 ,易于 分 辨 和 分 离 纯化 ,已 被 科学 
界 广泛 接受 。 
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有 图 11-2 酵母 人 工 染 色 体 克隆 载体 及 其 克隆 策略 示意 图 


11.1.3 ” 鸟 枪 法 序列 测定 技术 及 其 改良 


受 DNA 序列 分 析 技 术 的 限制 ,一 次 测序 反应 的 长 度 不 能 超过 1 000 bp , 目 
前 尚 不 能 直接 用 BAC 等 大 片段 作为 序列 分 析 的 模板 ， 而 往往 采用 所 谓 的 全 基 
因 组 鸟 枪法 测序 技术 ,随机 挑选 带 有 基因 组 DNA 的 质粒 做 测序 反应 ,然后 用 计 
算 机 程序 进行 序列 拼接 (图 11-4)。 

全 基因 组 鸟 枪法 测序 的 基本 原理 是 ;对 某 基因 组 文库 全 部 克隆 片段 进行 
末端 序列 测定 中 未 测 到 的 碱 基数 , 即 缺口 (gap), 与 已 测定 的 总 碱 基数 相关 。 
随 着 已 测定 碱 基数 的 增加 ,缺口 的 总 碱 基数 目 会 按照 泊 松 公式 的 一 个 推论 
(P=e™) 迅 速 减 小 。 其 中 PP 为 基因 组 中 某 个 碱 基 未 被 测定 的 概率 ,m 为 所 测定 
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有 图 11-3 细菌 人 工 染色 体 的 构建 及 其 克隆 策略 pBACI108L 来 自 细 
菌 的 一 个 小 型 了 质粒 ， 其 中 oriS 和 repE 控制 了 质粒 的 复制 起 始 ,parB 


和 par4 控制 了 拷贝 数 。 


的 碱 基数 与 基因 组 大 小 相 比 的 倍 
数 ,m 越 大 已 值 越 小 。 当 mm 值 达到 5 
( 即 随机 测定 的 碱 基数 达到 基因 组 
5 倍 时 ) ,基因 组 中 未 测定 的 碱 基数 
为 基因 组 总 碱 基数 的 0.67% (e“5= 
0.006 7)。 对 流感 嗜 血 杆菌 这 样 大 
的 基因 组 (1.83 Mb), 此 时 可 能 仍 有 
128 个 平均 长 度 为 100 bp 的 缺口 。 
第 一 ， 要 建立 高 度 随 机 、 插 人 片段 
大 小 为 1~2 kb 的 基因 组 文库 ,克隆 


DNA 
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“GCAGCCAATGC 序列 
序列 重 爱 区 


有 图 11-4 基因 组 DNA 的 鸟 枪 法 测序 原理 示 
意图 


数 要 超过 一 定 值 ,并 保证 经 末端 测序 的 克隆 片段 的 碱 基 总 数 达到 基因 组 5 倍 


以 上 ;。 


第 二 ,高 效 \ 大 规模 的 末端 测序 。 对 文库 中 每 一 个 克隆 ,进行 两 端 测序 ,TIGR 
在 完成 流感 嗜 血 杆 菌 的 基因 组 时 ,使 用 了 14 台 测 序 仪 ,用 三 个 月 时 间 完 成 了 必 
需 的 28 463 个 测序 反应 ,测序 总 长 度 达 6 倍 基因 组 。 

第 三 ,序列 集合 。TIGR 发 展 了 新 的 软件 ,修改 了 序列 集合 规则 以 最 大 限度 
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地 排除 错误 的 连锁 匹配 。 


第 四 ,填补 缺口 。 有 两 种 待 填补 的 缺口 ,一 是 没有 相应 模板 DNA 的 物理 
缺口 ,二 是 有 模板 DNA 但 未 测序 的 序列 缺口 。 他 们 建立 了 插入 片段 为 15~ 


重复 DNA 
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500bp 
过 
一 一 一 一 -一 一 一 一 一 一 片段 
( GATTAGATTAGATTA... 
.GATTAGATTAGATTA 序列 
一 一 一 一 一 
序列 重 登 区 出 现 拼 接 错误 


有 图 11-5 乌 枪 法 测序 技术 不 能 鉴别 高 等 真 核 
生物 基因 组 中 的 重复 序列 


20 kb 的 入 文库 以 备 缺 口 填补 。 

岛 枪 法 测序 的 主要 缺点 是 , 随 
着 所 测 基 因 组 总 量 增 大 ,所 需 测序 
的 片段 大 量 增 加 ,各 个 片段 重合 成 
一 个 连续 体 的 概率 是 2n*-2n。 其 
次 ,高 等 真 核 生 物 (如 和 人 类) 基因 组 
中 有 大 量 重复 序列 ,导致 判断 失误 
(图 11-5)。 

为 了 克服 上 述 问 题 ， 现 在 大 多 
采用 大 片段 克隆 法 (clone contig ) 或 
靶 标 鸟 枪法 (direted shotgun ) 进 行 体 
积 较 大 的 真 核 基因 组 序列 分 析 。 大 


片段 克隆 法 首先 用 稀有 限制 性 核酸 内 切 酶 把 待 测 基因 组 降解 为 几 十 万 个 碱 基 
对 的 片段 ,再 分 别 测序 ,而 靶 标 鸟 枪 法 则 根据 染色 体 上 已 知 基因 或 遗传 标签 的 
位 置 来 确定 部 分 DNA 片段 的 排列 顺序 ， 再 逐步 确定 各 片段 在 染色 体 上 的 相对 


位 置 ( 图 11-6)。 
大 片段 克隆 500kb 遗传 标签 
> 11 
及 鸟 枪法 AB C DE F GH a 
遗传 图 
酶 切 整个 基因 组 ,全 部 
-二 -小 片段 都 是 随机 产生 的 
A B sr 
随机 产生 的 小 片段 仅 -= 二. 本 
限于 已 知 大 片段 区 域 三 二 三 ] 
| D E 
二 B 本 -一 
wa ey 拼接 的 序列 
大 片段 已 事先 被 
定位 在 基因 组 上 ， 
人 -一 一 1 一 一 二 一 | 
AB C DE F GH 
上 图 11-6 ”改进 后 的 鸟 枪法 测序 原理 图 “Sp 
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11.1.4 大 规模 DNA 序列 拼接 


目前 ,对 于 DNA 测序 的 技术 只 能 一 次 测序 大 约 1 kb 左右 的 DNA 序列 ,可 
是 人 类 的 DNA 全 长 大 约 为 30 亿 个 ， 大 约 是 300 万 个 1 kb 的 集合 。 如 果 DNA 
测序 能 够 沿 模 板 次 序 进行 ,一 次 1 kb 可 能 也 不 是 问题 ,只 不 过 重复 的 次 数 多 了 
些 。 事实 上 ,每 次 测序 是 在 染色 体 DNA 中 随机 取 一 小 段 ,因此 ,把 这 些 随 机 的 小 
片段 按 原样 拼接 产生 完整 的 DNA 序列 就 成 为 基因 组 序列 分 析 中 噶 需 解决 的 最 
关键 的 问题 。 

DNA 序列 拼接 问题 与 组 合 数学 中 的 最 短 超 串 问题 相似 。 最 短 超 串 问 题 


DNA 
子 串 集合 
{0111010010101110010101000100111001010} va 
片段 
Vv -9 了 "YY = 
9 一” 上 人 
超 串 2 PP 一 4 
0010101110100101010010011 CTTACGGGCTAAAGCCATACGAATCCTACGAGA 
CTTACGG 
00101 AATCCTAC 
0101110100 ACGGGCTAAAGCCATA 
1010111 CTTACGGGCTAAAG 
001010100 TAAAGCCATACGAATCCTAC 
010011 CGGGCTA 
子 上 串 100101010010 ATACGAATCC 
序列 拼接 TACGAGA 
有 图 11-7 数学 中 的 最 短 超 串 问题 与 DNA 的 序列 拼接 
S=IATG ,TGG ,TGC,GTG,GGC,GCA,GCG ,CGT) 
ATG 
CGT TGG 
GCG TGC 
有 向 图 G GCA GTG 每 个 节点 只 经 过 一 次 
GGC 
hic ”0 有 
CGT TGG CGT TGG 
GCG TGC GCG TGC 
GTG GTG 
GCA GCA 
GGC GGC 
ATGCGTGGCA AIGGCGTGCA 


有 图 11-8 汉 米 尔 顿 通路 法 首先 将 全 部 数据 构成 一 个 有 向 图 G, 将 每 
个 数据 看 成 一 个 节点 ,如果 两 个 数据 之 间 有 重 公 (overlap), 那 么 ,通过 寻 
找 经 过 每 个 数据 一 次 且 仅 一 次 的 一 条 路 径 就 可 以 将 序列 拼接 问题 转化 成 
汉 米 尔 顿 通路 问题 。 


11.2 人 类 基因 组 计划 > 


即 给 定 一 个 字符 串 的 集合 , 找 出 一 最 短 的 字符 串 称 为 超 串 ,并 将 集合 中 的 任 
何 一 元 素 作 为 其 子 串 (图 11-7)。 在 差 值 =0 的 情况 下 ,DNA 序列 拼接 问题 实 
质 上 就 是 最 短 超 串 问题 。 由 于 序列 拼接 问题 的 复杂 性 以 及 在 生物 信息 学 中 
的 特殊 重要 性 ,人们 对 这 一 问题 给 予 了 极 大 的 重视 ,并 提出 了 不 少 算法 。 目 
前 较为 通行 的 主要 有 两 类 , 即 汉 米 尔 顿 通路 法 (Hamiltonian path ) 和 尤 路 因 通 
路 法 (Eulerian path ) 。 两 种 方法 都 是 基于 图 论 的 近似 算法 ,首先 根据 片段 间 
的 重合 信息 构造 某 种 类 型 的 图 ,然后 利用 图 论 的 计算 方法 获得 实验 结果 (图 


11-8,11-9)。 
S={ATG, TGC,GTG ,CCGC ,CCA ,GCC ,CGTj 
GT CG 
AT _TG GC CA 
de Bruujin 图 GG 每 条 线路 只 走 一 次 
GT CG GT CG 
AT TG GC CA AT rd CA 
GG GG 
ATGGCGTGCA ATGCGTGGCA 


有 图 11-9 尤 路 因 通路 法 EULER 将 序列 拼接 归纳 为 寻找 超级 通路 的 问 
题 ， 它 不 研究 各 个 数据 之 间 的 生得 而 是 将 各 个 数据 切割 成 规整 的 小 片段 ， 
并 按照 以 下 三 步 进行 运算 :将 所 有 数据 切割 成 小 片段 ( 即 k- 子 串 ) ,以 排 
除数 据 中 的 错误 ,获得 准确 度 较 高 的 次 级 数据 ;@@ 构 建 de Bruujin 图 ,每 个 
次 级 数据 表示 成 一 条 通路 ,每 个 重复 表示 一 个 多 入 口 .多 出 口 的 组 合 ,但 不 
知道 出 入 口 之 间 的 对 应 关系 ; 国 通过 等 价 变换 ,在 de Bruujin 图 中 寻找 一 
条 尤 路 因 通 路 ,使 之 能 覆盖 所 有 的 通路 。 


11.2 人 类 基因 组 计划 


基因 组 学 这 一 名 词 是 美国 人 T.H.Roderick 在 1986 年 7 月 造 出 来 的 ， 与 一 
个 新 的 杂志 一 一 Genomics 一 道 问世 。 基 因 组 学 完全 改变 了 经 典 遗 传 学 “ 零 敲 碎 
打 " 的 方法 ,因为 它 着 眼 于 研究 并 解析 生物 体 整个 基因 组 的 所 有 遗传 信息 。 基因 
组 是 生物 体内 遗传 信息 的 集合 ,是 某 个 特定 物种 细胞 内 全 部 DNA 分 子 的 总 和 。 
人 类 基因 组 包括 23 对 染色 体 , 单 倍 体 细胞 中 约 有 30 亿 对 核 背 酸 ,编码 了 2 万 ~ 
3 万 个 基因 ,人 类 基因 组 中 携带 了 有 关 人 类 个 体 生长 发 育 、 生 老病 死 的 全 部 遗传 
信息 。 从 整体 上 看 ,不 同人 类 个 体 的 基因 是 相同 的 ,因此 ,我 们 说 * 人 类 只 有 一 个 
基因 组 ", 人 生来 是 平等 的 。 当 然 ,不 同 的 人 可 能 拥有 不 同 的 等 位 基因 ,这 一 点 决 
定 了 人 与 人 之 间 个 体 上 的 差异 。 
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11.2.1 人 类 基因 组 计划 的 科学 意义 


确定 人 类 基因 组 所 携带 的 全 部 遗传 信息 ,认识 自我 , 揭 开 人 类 生长 发 育 的 
奥秘 ,追求 健康 ,战胜 疾病 ,是 人 类 基因 组 计划 的 最 终 目标 ,也 是 人 类 自然 科学 
史上 的 新 篇 章 。 图 11-10 总 结 了 包括 人 类 基因 组 在 内 的 主要 基因 组 计划 的 基本 
情况 。 到 目前 为 止 ,已 经 完成 了 酵母 .线虫 . 果 蝇 、 拟 南 芥 和 人 类 5 个 真 核 生 物 基 
因 组 以 及 大 肠 杆 菌 等 数 十 个 原核 生物 基因 组 。 
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有 图 11-10 到 2006 年 12 月 全 世界 主要 基因 组 计划 的 进展 情况 


人 类 基因 组 计划 的 科学 意义 在 于 : 

(1) 确定 人 类 基因 组 中 3 万 个 左右 编码 基因 的 序列 及 其 在 基因 组 中 的 物 
理 位 置 ,研究 基因 的 产物 及 其 功能 。 

(2) 了 解 转录 和 剪接 调控 元 件 的 结构 与 位 置 , 从 整个 基因 组 结构 的 宏观 水 
平 上 理解 基因 转录 与 转录 后 调节 。 


11.2 人 类 基因 组 计划 > 


(3) 从 整体 上 了 解 染 色 体 结构 ,包括 各 种 重复 序列 以 及 非 转 录 “ 框 架 序列 ” 
的 大 小 和 组 织 , 了 解 各 种 不 同 序列 在 形成 染色 体 结构 .DNA 复制 .基因 转录 及 表 
达 调 控 中 的 影响 与 作用 。 

(4) 研究 空间 结构 对 基因 调节 的 作用 。 有 些 基 因 的 表达 调控 序列 与 被 调节 
基因 从 直线 距离 上 看 ,似乎 相距 甚 远 ,但 若 从 整个 染色 体 的 空间 结构 上 看 则 恰 
恰 处 于 最 佳 的 调节 位 置 ,因此 ,有 必要 从 三 维 空间 的 角度 来 研究 真 核 基 因 的 表 
达 调 控 规 律 。 

(5) 发 现 与 DNA 复制 .重组 等 有 关 的 序列 。DNA 的 忠实 复制 保障 了 遗传 的 
稳定 性 ,正常 的 重组 提供 了 变异 与 进化 的 分 子 基 础 。 局 部 DNA 的 推迟 复制 . 异 
常 重组 等 现象 则 导致 疾病 或 者 胚胎 不 能 正常 发 育 ,因此 ,了 解 与 人 类 DNA 正常 
复制 和 重组 有 关 的 序列 及 其 变化 ,将 对 研究 人 类 基因 组 的 遗传 与 进化 提供 重要 
的 结构 上 的 依据 。 

(6) 研究 DNA 突变 、 重 排 和 染色 体 断 裂 等 ,了 解 疾 病 的 分 子 机 制 ,包括 踪 
传 性 疾病 、 易 感性 疾病 ,放射 性 疾病 甚至 感染 性 疾病 引发 的 分 子 病理 学 改变 及 
其 进程 ,为 这 些 疾病 的 诊断 .预防 和 治疗 提供 理论 依据 。 

(7) 确定 人 类 基因 组 中 转 座 子 . 反 转 座 子 和 病毒 残余 序列 ,研究 其 周围 序 
列 的 性 质 。 了 解 有 关 病 毒 基因 组 侵 染 人 类 基因 组 后 的 影响 ,可 能 指导 人 类 有 效 
地 利用 病毒 载体 进行 基因 治疗 。 

(8) 研究 染色 体 和 个 体 之 间 的 多 态 性 。 这 些 知 识 可 被 广泛 用 于 基因 诊断 、 
个 体 识 别 .亲子 鉴定 .组织 配 型 ,发育 进化 等 许多 医疗 .司法 和 人 类 学 的 研究 。 此 
外 ,这 些 遗 传 信息 还 有 助 于 研究 人 类 历史 进程 .人 类 在 地 球 上 的 分 布 与 迁移 以 
及 人 类 与 其 他 物种 之 间 的 比较 。 


11.2.2 ”遗传 图 


遗传 图 (genetic map) 又 称 为 连锁 图 (linkage map), 是 指 基因 或 DNA 标志 在 
染色 体 上 的 相对 位 置 与 遗传 距离 ， 后 者 通常 以 基因 或 DNA 片段 在 染色 体 交 换 
过 程 中 的 分 离 频率 厘 摩 (cM) 来 表示 。cM 值 越 大 ,两 者 之 间距 离 越 远 , 通过 遗传 
图 分 析 ,我 们 可 以 大 致 了 解 各 个 基因 或 DNA 片段 之 间 的 相对 距离 与 方向 ,了 解 
哪个 基因 更 靠近 着 丝 粒 , 哪 个 更 靠近 端 粒 等 。 遗 传 距离 是 通过 遗传 连锁 分 析 获 
得 的 ,研究 中 所 使 用 的 DNA 标志 越 多 , 越 密集 ,所 得 到 的 遗传 连锁 图 的 分 辩 率 
就 越 高 。 

连锁 分 析 是 经 典 遗 传 学 的 重要 内 容 ,其 实质 是 通过 分 析 同 一 遗传 位 点 在 不 
同 个 体 中 等 位 基因 的 不 同 ( 多 态 性 ) 来 研究 同一 染色 体 上 两 个 位 点 之 间 的 相互 
关系 。 因 为 在 产生 配子 的 减 数 分裂 过 程 中 , 亲 代 同 “ 号 ”的 父 源 或 母 源 染 色 体 既 
能 相互 配对 也 可 能 发 生 片 段 互 换 ,而 父母 源 染 色 体 等 位 基因 互 换 导 致 子 代 出 现 
DNA“ 重 组 "的 频率 与 这 两 个 位 点 之 间 的 距离 呈正 相关 。 所 以 ,科学 上 用 两 个 位 
点 之 间 的 交换 或 重组 频率 来 表示 其 “遗传 学 距离 "(图 11-11)。 一 般 说 来 ,这 一 
数值 不 会 大 于 50% 或 50 cM, 因 为 当 重组 率 等 于 509%( 即 遗传 学 距离 等 于 50 cM) 
时 ,两 个 位 点 之 间 完 全 不 连锁 ,发 生 随机 交换 。 
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n 做 志 型 巩 


重组 频率 
m 与 之 间 : 3.0% 
了 红眼 型 若 m 与 y 之 间 : 33.7% 
v 与 w 之 间 : 29.4% 


推算 的 遗传 距离 
上 w v m 
0 1.3 30.7 33.7 


有 图 11-11 遗传 距离 图 的 基本 数据 来 自 基因 的 重组 注 : 上 述 4 个 
基因 都 位 于 果 蝇 的 XX 染色 体 上 。 


经 典 的 遗传 标记 是 可 被 电泳 或 免疫 技术 检 出 的 蛋 日 质 标记 ,如 红细胞 ABO 
血型 位 点 标记 ,白细胞 HLA 位 点 标记 等 。 表 11-1 给 出 了 酵母 遗传 分 析 中 最 常 
见 的 部 分 生物 化 学 标签 。 由 于 人 类 本 身 不 能 像 其 他 “ 非 人 类 "生物 那样 进行 “ 选 
择 性 "婚配 , 子 代 个 体 数 量 较 为 有 限 .世代 寿命 较 长 等 客观 原因 ,已 知 呈 共 显 多 
态 性 的 蛋白 质数 量 不 多 ,等 位 基因 的 数量 (多 态 性 ) 也 不 多 ,使 人 类 遗传 性 状 研 
究 受 到 很 大 的 限制 。DNA 技术 的 建立 为 人 类 提供 了 大 量 新 的 遗传 标记 。 


表 11-1 酵母 遗传 分 析 中 最 常用 的 生物 化 学 标签 


全 续 


ADE2 培养 基 中 需 加 入 腺 苷 酸 只 能 在 加 入 腺 苷 酸 的 培养 基 上 生长 


CAN1 对 刀 豆 氨 酸 有 抗 性 能 在 含有 刀 豆 氨 酸 的 培养 基 上 生长 

CUP! 对 铜 离 子 有 抗 性 能 在 含有 铀 离子 的 培养 基 上 生长 

CYHIl 对 环 已 酰 亚 胺 有 抗 性 能 在 含有 环 己 酰 亚 胺 的 培养 基 上 生长 
LEU2 培养 基 中 需 加 入 亮 氨 酸 只 能 在 加 入 亮 氨 酸 的 培养 基 上 生长 

SUC2 能 进行 蔗糖 发 酵 能 在 以 蔗糖 作为 唯一 碳 源 的 培养 基 上 生长 


URA3 培养 基 中 需 加 入 尿 喀 啶 只 能 在 加 入 尿 喀 啶 的 培养 基 上 生长 


第 一 代 DNA 遗传 标记 是 RFLP(restriction fragment length polymorphism , 限 
制 性 片段 长 度 多 态 性 )。DNA 序列 上 的 微小 变化 ,甚至 1 个 核 苷 酸 的 变化 ,也 能 
引起 限制 性 内 切 酶 切 点 的 丢失 或 产生 ,导致 酶 切片 段 长 度 的 变化 (图 11-12)。 
由 于 核 苷 酸 序列 的 改变 遍及 整个 基因 组 ,特别 是 进化 中 选择 压力 不 是 很 大 的 非 
编码 序列 之 中 ,RFLP 的 出 现 频率 远 远 超过 了 经 典 的 蛋白 质 多 态 性 。 而 且 , 只 要 


11.2 ”人 类 基因 组 计划 p> 
En 


DNA = DNA 
(等 位 基因 D) + 全 一 + 一 一 (等 位 基因 2) 


En 


A 一 CC 
4 个 片段 3 个 片段 


和 图 11-12 ”限制 性 片段 长 度 多 态 性 {RFLP) 原 理 示 意图 
选择 得 当 ， 生 物体 内 出 现 共 显 性 RFLP 及 RAPD 分 子 标记 的 频率 较 高 (图 11- 


13)。 但 是 ,RFLP 仅 局 限于 1 个 或 少数 几 个 核 苷 酸 的 突变 ,一般 只 能 产生 限制 性 
酶 切 位 点 的 “ 切 开 "与 “不 切 开 "两 种 情况 ,所 提供 的 “多 态 性 "信息 量 较 小 。 进 行 
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(d) 
一 :引物 WWW: 野生 型 (wild type) M: 突 变型 (mutant) 
有 图 11-13 RFLP 分 子 标记 中 的 显 性 与 共 显 多 态 性 分 子 机 制 (a) 引 物 结 


合 位 点 突变 -1;(b) 引 物 结合 位 点 突变 -2;(c) 插 入 突变 ;(d) 缺 失 突变 (a) 是 
最 常见 的 显 性 多 态 性 标记 ,(b),(c),(d) 都 是 共 显 性 标记 。 
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RFLP 分 析 时 ,需要 该 位 点 的 DNA 片段 做 探 针 ,用 放射 性 同位 素 及 核酸 杂交 技 
术 , 既 不 安全 又 不 易 自 动 化 。 

第 二 代 DNA 遗传 标记 利用 了 存在 于 人 类 基因 组 中 的 大 量 重复 序列 ， 包 括 
重复 单位 长 度 在 15~65 个 核 苷 酸 左右 的 小 卫星 DNA (minisatellite DNA) ,重复 
单位 长 度 在 2~6 个 核 芽 酸 之 间 的 微 卫 星 DNA(microsatellite DNA ) ,后 者 又 称 为 
简短 串联 重复 (STR .STRP 或 SSLP ,short tandem repeat polymorphism 或 者 sim- 
ple sequence length polymorphism)。STRP 有 两 个 最 突出 的 优点 , 即 作为 遗传 标 
记 的 “多 态 性 "与 “高 频率 "。 由 于 A,,(CA),,(CGG), 等 短 重 复 序列 在 进化 上 不 受 
选择 ,在 同一 位 点 上 可 重复 单位 数量 变化 很 大 , 同 源 染 色 体 配对 时 又 容易 产生 
“ 错 配 ”, 进 一 步 扩 大 了 群体 中 所 拥有 的 “等 位 基因 " 数 , 并 使 这 样 的 位 点 遍布 于 
整个 基因 组 ( 表 11-2)。 已 有 5 264 个 STRP 为 主体 的 遗传 标记 “连锁 图 ” ,平均 
分 辩 率 已 达 600 kb, 其 中 第 17 号 染色 体 上 平均 每 495 kb 有 一 个 标记 ,第 9 号 
染色 体 上 平均 每 767 kb 有 一 个 标记 ， 整 个 基因 组 中 只 有 三 处 标记 间距 大 于 4 
Mb( 图 11-14)。 


表 11-2 人 类 基因 组 中 的 各 种 主要 卫星 DNA 比较 


a 卫星 DNA 中 等 重复 ,基本 单位 长 171 bp 


小 卫星 DNA 中 等 重复 ,基本 单位 长 15 ~65 bp 
微 卫 星 DNA 中 等 重复 ,基本 单位 长 2 ~8 bp 
呈 星 DNA 


串联 重复 的 基本 单位 首尾 相 接 , 在 基因 组 中 呈 不 均匀 分 布 ,但 主要 集中 于 着 丝 粒 、 端 粒 等 特定 部 位 ， 
高 度 或 中 等 重复 ,分 属 三 个 大 家 族 。 


人 类 基因 组 中 的 遗传 多 态 性 大 多 表现 在 重复 序列 上 ,特别 是 短 串 联 重复 序 
列 ,如 小 卫星 DNA 和 微 卫星 DNA 上 ,其 多 态 性 主要 来 自重 复 序列 拷贝 数 的 变 
化 。 小 卫星 DNA 的 长 度 一 般 不 超过 20 kb ,由 15~65 bp 的 基本 单位 串联 重复 而 
成 。 小 卫星 DNA 散布 于 人 类 各 染色 体 的 不 同 部 位 ,有 的 位 于 基因 内 部 ,也 有 的 
位 于 基因 之 外 ,其 重复 次 数 ( 即 小 卫星 DNA 区 的 长 度 ) 在 人 群 中 是 高 度 变 异 的 。 
小 卫星 DNA 有 高 度 变 异性 但 却 按 照 孟 德尔 的 规律 遗传 ,所 以 ,它们 是 很 好 
的 DNA 多 态 性 标记 ,被 广泛 应 用 于 基因 定位 .DNA 指纹 分 析 和 遗传 病 的 连 
锁 诊 断 。 

与 小 卫星 DNA 相 类 似 , 微 卫星 DNA 也 是 由 重复 序列 串联 而 成 的 ,它们 
的 基本 序列 只 有 2~8 bp, 如 (TA), 及 (CGG), 等 ,通常 只 重复 10~60 次 。 人 类 
基因 组 中 已 定位 的 微 卫 星 位 点 超过 10 000 处 ， 因 其 重复 次 数 在 不 同 个 体 间 
呈 高 度 变异 性 而 被 广泛 应 用 于 遗传 分 析 和 疾病 诊断 中 。 可 用 酶 切 后 电泳 并 
进行 杂交 的 方法 检测 ,也 可 用 PCR 扩 增 后 直接 观察 电泳 条 带 迁 移 率 变化 来 
判断 。 

占 人 类 基因 组 约 45% 的 重复 序列 来 源 于 转 座 子 复制 机 制 (重复 序列 共 占 
人 类 基因 组 序列 总 量 的 50% 以 上 )。 序列 分 析 表 明 ,四 类 转 座 子 产生 了 这 些 重 
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有 图 11-14 人 类 基因 组 微 卫星 遗传 标记 图 


复 序 列 ( 图 11-15), 其 中 前 三 类 转 座 子 以 RNA 为 中 间 产 物 进 行 转 座 ,最 后 一 
类 则 直接 以 DNA 的 形式 转 座 。 LINEs (long interspersed elements) 可 能 是 人 类 
基因 组 中 发 现 的 最 古老 的 重复 序列 ,这些 转 座 单 位 一 般 长 5~6 kb ,含有 RNA 
聚合 酶 开启 动 子 序 列 和 两 个 可 译 框架 ,一 旦 被 翻译 ,一 个 RNA 与 自身 编码 的 
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长 度 拷贝 数 ” 占 基 因 组 % 


自主 转 座 ORF!1 ORF2(po) _ AAA 6~8kb 85000 21% 


非 自 主 转 座 "yy 100~300bp 1500000 ”13% 
自主 转 座 mp SP (Em) 一 > ol (env 6~11 kb 
| 450 000 8% 
非 自主 转 座 GE 一 ey 1.5~3 kb 
白 主 转 座 p> 一 一 苇 座 酶 2~3 kb 
非 自 主 转 座 | 300 000 3% 
四 | Td 80~3 000 bp 


有 图 11-15 存在 于 人 类 基因 组 重复 序列 中 的 四 类 转 座 子 序列 分 析 


焦 日 质 结合 后 被 运转 到 核 内 ,并 从 3' 端 开始 反 转录 ,产生 许多 没有 完整 5' 端 
的 DNA 片段 。 因 此 ,由 LINE 转 座 子 产生 的 重复 单元 大 多 是 不 完整 的 ,现在 仍 
然 有 转 座 活性 的 LINE1 产生 的 重复 单元 平均 长 度 为 1 070 bp ,新 生 DNA 片段 两 
端 有 7~20 bp 的 重复 序列 。SINEs(short interspersed elements) 是 非 自 主 转 座 子 ， 
长 度 在 100~400 bp ,其 3' 端 与 LINEs 有 同 源 性 ,因此 能 依靠 LINEs 进行 转 座 。 

第 三 代 DNA 遗传 标记 ,可 能 也 是 最 好 的 遗传 标记 ,是 分 散 于 基因 组 中 的 单 
个 碱 基 的 差异 。 这 种 差异 包括 单个 碱 基 的 缺失 和 插入, 但 更 常见 的 是 单个 核 苷 
酸 的 蔡 换 , 即 单 核 苷 酸 的 多 态 性 (SNP,single nucleotide polymorphism)。 作 为 一 
种 碱 基 的 替换 ,SNP 中 大 多 数 为 转换 , 即 由 一 种 喀 啶 碱 基 替 换 另 一 种 喀 啶 碱 基 ， 
或 由 一 种 味 叭 碱 基 蔡 换 另 一 种 味 叭 碱 基 。 相 应 地 ,由 喀 啶 碱 基 替 换 原 有 的 味 叭 
碱 基 或 由 味 叭 碱 基 蔡 换 原 有 的 喀 啶 碱 基 就 称 为 颠 换 。 颠 换 与 转换 之 比 为 1: 2。 
SNP 在 CG 序列 上 出 现 最 为 频繁 ,而 且 大 多 是 C 一 T, 因 为 CG 中 的 C 即 胞 喀 喧 
常 被 甲 基 化 ,自发 脱 氨 后 变 成 胸腺 喀 啶 (T)。 

由 于 该 标记 中 的 所 有 ”遗传 多 态 性 "都 来 自 单个 核 苷 酸 的 差异 ,SNP 有 可 能 
在 密度 上 达到 人 类 基因 组 “多 态 " 位 点 数目 的 极限 。 到 目前 为 止 已 经 在 人 类 基因 
组 发 现 了 超过 1 000 万 个 SNP 位 点 ,平均 每 300 bp 中 就 有 一 个 SNP! 由 于 遗传 
中 的 选择 压力 ， 也 由 于 基因 组 中 蛋白 质 编码 的 序列 仅 占 10% 以 下 ， 绝 大 多 数 
SNP 位 于 非 编码 区 。SNP 与 RFLP 和 STRP 标记 的 主要 不 同 之 处 在 于 , 它 不 再 以 
DNA 片段 的 长 度 变 化 作为 检测 手段 ,而 直接 以 序列 变异 作为 标记 (图 11-16)。 
SNP 遗传 标记 分 析 完 全 据 弃 了 经 典 的 凝 胶 电泳 , 代 之 以 最 新 的 DNA 芯片 技术 ， 
可 能 是 人 类 基因 组 “遗传 图 ”发展 方向 。 

“遗传 图 "的 建立 为 人 类 疾病 相关 基因 的 分 离 克 隆 葛 定 了 基础 。 拥 有 5 000 
多 个 遗传 学 位 点 ,相当 于 把 整个 人 类 基因 组 划分 为 5 000 多 个 小 区 ,并 分 别 设置 
了 “标牌 ”"。 这 些 标牌 将 在 搜索 功能 基因 的 过 程 中 发 挥 独特 的 作用 。 把 多 态 性 的 
疾病 基因 位 点 (该 位 点 至 少 包括 “正常 "及 “ 致 病 " 两 个 等 位 基因 ) 与 上 述 遗 传 标 
记 进 行 分 析 比 较 时 ， 如 果 在 家 系 中 证 实 该 基因 与 某 个 标记 不 连锁 (重组 率 为 
50% ) ,表明 该 基因 不 在 这 一 标记 附近 ;如 果 发 现 该 基因 与 某 个 标记 有 一 定 程度 
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等 位 基因 1 一 一 一 一 一 一 一 一 一 


ee GAAATC... 


等 位 基因 2 一 一 一 一 一 一 一 一 


Ws .AGTCA CAAATC... 


(a) 


碱 基 完 全 配对 时 形 
成 稳定 的 杂 合体 赛 核 苷 酸 


CTGGTCGTCAGT CTTTAGTT 


CL .Tt ee 


GACCAGCAGTCA GAAATCAA ——— 
DNA target 


SNP 
出 现 单 个 SNP, 导 致 杂 
合体 稳定 性 减弱 
碱 基 不 配对 
CTGGTCGTCAGT CTTTAGTT 


GACCAGCAGTCA CAAATCAA 


(b) 


1 图 11-16 人 类 基因 组 中 的 SNP 作为 遗传 标记 的 分 子 机 制 
(a) 单 核 苷 酸 多 态 性 的 产生 ;(b)SNP 的 产生 影响 了 DNA 序列 间 杂 
交 的 强度 。 


的 “连锁 "(重组 率 小 于 50% 但 大 于 0) ,表明 它 可 能 位 于 这 个 标记 附近 ;如 果 该 基 
因 与 某 标记 间 不 发 生 重组 (重组 率 等 于 0) ,我们 就 推测 该 标记 与 所 研究 的 疾病 
基因 可 能 非常 接近 。 


| 11.2.3 ”物理 图 


人 类 基因 组 的 物理 图 (physical map) 是 指 以 已 知 核 苷 酸 序列 的 DNA 片段 
(序列 标签 位 点 ,sequence-tagged site ,STS ) 为 “路 标 ” ,以 碱 基 对 (bp ,kb,Mb) 作 为 
基本 测量 单位 (图 距 ) 的 基因 组 图 , 任何 DNA 序列 ,只 要 知道 它 在 基因 组 中 的 位 
置 ,都 能 被 用 作 STS 标签 。 物理 图 的 主要 内 容 是 建立 相互 重 释 连接 的 “相连 DNA 
片段 群 "(contigs ) ,并 用 PCR 方法 予以 证 实 。 图 11-17 是 酵母 第 三 号 染色 体 的 遗 
传 图 与 物理 图 的 比较 。 序列 分 析 表 明 ,遗传 图 上 关于 glk1 和 chal 两 个 基因 位 点 
的 定位 是 错误 的 。 由 于 实验 方法 不 同 ,不 少 遗 传 标 记 之 间 的 距离 并 不 等 于 它们 
在 物理 图 上 距离 。 

用 STS 技术 绘制 基因 组 物理 图 是 到 目前 为 止 最 为 有 效 的 方法 。STS 其 实 只 
是 基因 组 中 任何 单 拷贝 的 短 DNA 序列 ,长度 在 100~500 bp。 建立 STS 物理 图 之 
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果 常 常 不 能 预测 ;另外 还 有 一 个 问题 ， 即 很 多 人 们 感 兴趣 的 蛋白 ， 特 别 是 膜 蛋 白 疏 水 性 很 
高 ， 很 难 溶 于 用 于 双向 电泳 的 缓冲 液 中 ,电泳 出 来 根本 不 可 见 ; 此 外 ， 很 多 蛋白 质 的 含量 
太 低 ， 双 向 电泳 检测 不 到 。 目 前 上 述 问 题 还 难以 解决 ， 但 研究 人 员 对 不 同 细胞 成 分 进行 分 
离 再 进行 研究 ， 在 一 定 程 度 上 解决 了 这 些 问题 。 例 如 ， 可 以 只 研究 核 蛋 白 ， 甚 至 只 研究 核 
仁 或 是 核 孔 复合 物 的 蛋白 。 需 要 分 离 的 蛋白 质 更 少 ， 溶 解 就 不 会 成 为 一 个 严重 问题 。 不 
过 ， 这 些 受 限制 的 研究 离 真正 的 蛋白 质 组 学 研究 还 很 遥远 。 

2. 蛋白 质 分 析 

一 旦 蛋白 质 可 以 被 分 离 和 定量 ， 如 何 进 行 分 析 ? 首先 ,它们 要 得 到 鉴定 ,目前 最 好 的 
方法 是 : 将 单个 蛋白 质 斑点 切 出 ， 用 蛋白 酶 将 其 裂解 成 肽 段 ， 这 些 肽 段 再 用 质谱 仪 进行 确 
定 。 图 19-11 显示 普遍 使 用 的 基质 辅助 激光 解析 电离 - 飞行 质谱 (Matrix-Assisted Laser De- 
sorption Ionization time-of-flight ，MALDI - TOF ) 技术 : 肽 段 首 先 置 于 基质 上 ， 形 成 晶体 ， 
利用 激光 束 将 晶体 离子 化 ， 然 后 加 大 电压 使 离子 化 的 晶体 飞 向 检测 器 。 一 般 晶 体 离子 化 只 
是 带 上 一 个 电荷 ， 因 此 飞行 时 间 取 决 于 晶体 的 质量 ， 质 量 越 大 ， 飞 行 的 时 间 越 长 。 在 
MALDI- TOF 中 ， 离 子 束 还 可 以 通过 静电 反射 器 发 生 偏转 ， 这 样 通过 第 二 个 检测 仪 就 可 以 
更 精确 确定 晶体 的 质量 ， 而 这 些 质 量 数据 可 以 确切 地 反映 肽 段 的 化 学 组 成 。 如 果 整 个 基因 
组 的 序列 已 知 ， 清 楚 蛋 白质 的 编码 情况 ， 那 么 就 可 以 运用 计算 机 技术 分 析 质 谱 结果 ， 可 以 
将 双向 电泳 的 每 个 斑点 与 基因 组 中 的 一 个 基因 联系 起 来 ， 进 而 预测 蛋白 质 的 序列 。 不 过 ， 
蛋白 质 序列 的 测定 并 不 代表 对 蛋白 质 活 性 的 认识 ， 很 多 蛋白 质 的 性 质 特 点 还 需要 进一步 研 
究 确定 。 

与 DNA 芯片 一 样 ， 可 以 发 展 蛋白 质 芯片 ， 用 于 快速 鉴定 几 千 个 蛋白 质 ， 这 样 就 可 以 
省 去 了 和 蛋 日 质 分 离 步骤 。 和 蛋白 质 芯片 的 一 个 策略 是 产生 能 特异 和 定量 识别 蛋白 质 的 抗体 并 
将 它们 结合 在 芯片 土 。 蛋 白质 芯片 技术 的 成 熟 还 有 很 多 障碍 要 跨越 ， 首 先是 抗体 的 制备 ， 
这 比 寡 核 苷 酸 的 制备 要 费时 和 昂贵 得 多 ， 事 实 上 ， 就 目前 技术 而 言 ， 要 获得 每 个 蛋白 质 的 
特异 性 抗体 还 不 可 能 ; 并 且 ， 对 于 那些 用 双向 电泳 都 检测 不 出 的 低 丰 度 蛋 白 ， 要 用 更 小 型 
化 的 芯片 进行 检测 ， 难 度 更 大 。 人 类 基因 组 序列 的 测定 在 相当 长 时 间 内 进展 不 大 ， 但 是 
20 世纪 80 年 代 ， 人 类 基因 组 计划 的 提出 极 大 地 促进 了 该 计划 的 完成 ， 也 许 有 关 和 蛋白 质 组 
的 研究 也 需要 一 个 全 面 的 蛋白 质 组 计划 来 促进 。 

一 个 生物 体 产生 的 所 有 RNA 称 为 转录 组 ， 而 对 这 些 转录 产物 进行 的 研究 称 为 转录 组 
学 。 类 似 地 ， 一 个 生物 体 产生 的 所 有 和 蛋白 质 称 为 蛋白 质 组 ， 相 应 的 研究 称 为 蛋白 质 组 学 。 
蛋 日 质 组 学 首先 要 求 在 广泛 的 范围 内 将 蛋白 质 分 离 ， 目 前 最 好 的 方法 是 蛋白 质 双 向 电泳 ， 
其 次 是 蛋白 质 的 鉴定 。 目 前 最 好 的 方法 是 将 蛋白 质 用 蛋白 质 酶 酶 解 后 ， 用 质谱 仪 进行 分 
析 。 在 未 来 ， 抗 体 芯 片 可 能 用 于 蛋白 质 分 析 ， 和 蛋白 质 分 离 这 一 步骤 可 以 省 去 。 
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了 基因 组 的 主要 成 分 (可 转录 部 分 )。 人 类 的 基因 转录 图 (expression profiling ) 
(cDNA 图 ) ,或 者 基因 的 cDNA 片段 图 ， 即 表达 序列 标签 图 (expressed sequence 
tag,EST) 是 人 类 基因 组 图 的 雏形 。 整 个 人 类 基因 组 中 ,只 有 1%~5% 的 序列 编 
码 了 和 蛋白质 ,最 多 可 能 有 5~7 万 个 蛋白 质 编码 基因 。 表 11-3 是 几 种 已 经 完成 
DNA 序列 分 析 生 物 细胞 内 蛋白 质 种 类 的 比较 ,可 以 看 出 原核 生物 、 低 等 真 核 
生物 和 高 等 真 核 生 物 之 间 存 在 很 大 的 差异 。 在 成 年 个 体 的 每 一 特定 组 织 中 ， 
一 般 只 有 10%~20% 的 结构 基因 ( 约 1~2 万 个 不 同类 型 的 mRNA ) 表 达 。 从 研 
究 的 角度 看 ,得 到 了 一 段 cDNA 或 一 个 EST ,就 能 被 用 于 筛选 全 长 的 转录 本 ， 
并 将 该 基因 准确 地 定位 于 基因 组 上 ,所 以 ,转录 图 是 基因 组 计划 的 重要 组 成 
部 分 。 


表 11-3 不 同 生物 基因 组 的 蛋白 质 编码 能 力 比 较 


尿 殖 道 支 原 体 Mycoplasma genitalium 580 073 bp 467 
肺炎 支原体 ”Mycoplasma pneumoniae 816 394 bp 677 
流感 嗜 血 杆菌 ”Haemophilus influenzae 1 830 138 bp 1 709 
枯草 芽 胞 杆菌 ”Bacillus subtilis 4 214 814 bp 4 100 
大 肠 杆菌 ”Escherichia coli 4 639 221 bp 4 288 
酿酒 酵母 ”Saccharomyces cerevisiae 13 116 818 bp 6 275 
线虫 ”Caenorhabditis elegans 约 97 Mb 18 891 
拟 南 痢 Arabidopsis thaliana 115 Mb 25 498 
果 蜗 Drosophila melanogaster 116 Mb 14 113 
人 类 ”Homo sapiens 3.2 x10” bp 约 2.5 万 左右 


大 规模 生产 EST 的 主要 程序 如 下 ;分离 特定 组 织 在 某 一 发 展 阶段 或 某 种 生 
理 条 件 下 的 总 mRNA ,合成 cDNA 并 进行 序列 分 析 。 任 何 一 段 长 度 达到 几 百 个 
核 苷 酸 的 cDNA 序列 都 具有 转录 本 的 特异 性 ,代表 了 不 同 基因 的 信息 。 一 般 说 
来 , 常 将 基因 表达 谱 中 的 已 知 基因 按照 其 功能 和 亚 细 胞 定位 分 成 若干 类 ,主要 
包括 蛋白 质 合成 相关 和 蛋白、 细胞 骨架 蛋白 细胞质 蛋 白 、 核 蛋白 . 膜 蛋 白 分 沁 蛋 
白 、 未 定位 或 功能 未 知 蛋白 。 研究 中 ,往往 再 根据 不 同 的 细胞 表 型 把 各 类 蛋白 分 
成 若干 亚 类 ,如 胞 质 蛋白 就 被 分 为 与 能 量 代谢 相关 蛋白 . 溶 酶 体 蛋 白 \ 信 和 号 转 导 
相关 蛋白 等 。 

收集 各 种 细胞 或 组 织 的 基因 表达 谱 进 行 两 两 或 多 重 比较 , 即 所 谓 的 “ 电 
子 消减 杂交 "或 "数据 库 消 减 杂 交 ”, 就 能 较 全 面 地 了 解 哪些 基因 是 特异 性 表 
达 的 .哪些 是 上 调 的 .哪些 是 下 调 的 ,哪些 是 持家 基因 在 某 一 细胞 或 组 织 
中 特异 性 表达 的 基因 可 能 与 该 组 织 或 细胞 类 型 的 生理 功能 有 关 这 是 表达 
谱 比较 研究 的 理论 基础 。 收集 各 类 组 织 或 细胞 的 基因 表达 谱 并 把 每 个 基因 
都 标记 到 所 表达 的 组 织 中 ， 就 可 以 绘 出 由 200 余 种 人 体 基 本 组 织 或 不 同 细 
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胞 组 成 的 人 体 基 因 图 (body-map)。 转 录 图 或 基因 表达 谱 研 究 所 提供 的 信 
息 , 使 人 们 有 可 能 系统 ,全 面 地 从 mRNA 水 平 了 解 特 定 细胞 、 组 织 或 器 官 的 
基因 表达 模式 并 解释 其 生理 属性 ,深入 认识 细胞 生长 .发育 、 分 化 、 衰 老 和 
疾病 发 生 的 机 制 。 


11.2.5 全 序列 图 


人 类 基因 组 的 核 苷 酸 序列 图 (human genome sequence) 其 实 是 分 子 水 平 上 
最 高 层次 的 、 最 详尽 的 物理 图 。 测 定 总 长 约 1 m、 由 30 亿 个 核 苷 酸 组 成 的 全 序 
列 当 然 是 人 类 基因 组 计划 中 最 明确 .最 艰巨 的 任务 (图 11-19)。 因 为 人 类 所 拥 
有 的 基因 位 点 都 是 相同 的 ,不 同 种 族 不同 个 体 的 基因 差异 (人 类 基因 组 的 多 
样 性 ) 以 及 “正常 "与 “疾病 "基因 的 差异 ,只 是 同一 位 点 上 的 等 位 基因 的 差异 ， 
所 以 ,现在 的 人 类 基因 组 全 序列 来 自 一 个 “代表 性 人 类 个 体 "( 其 所 有 权 在 法 
律 上 不 属于 任何 供 体 )。 该 序列 在 理论 上 代表 了 全 人 类 的 基因 组 信息 ,事实 上 
也 可 被 用 于 任何 族群 ,任何 个 体 的 基因 分 析 和 诊断 。 也 正 因为 如 此 ,一 个 人 类 
基因 的 专利 ,无 论 其 实验 材料 来 自 何 地 何人 ,都 意味 着 全 人 类 的 这 一 基因 被 
专利 ,不 存在 白人 或 黑人 、 外 国人 或 中 国人 对 该 基因 的 争议 ,尽管 白人 与 黑 
人 、 外 国人 与 中 国人 在 这 个 基因 位 点 上 必然 存在 某 种 变异 。 研 究 还 发 现 , 人 类 
基因 组 与 其 他 动物 基因 组 在 染色 体 水 平 上 有 “ 共 线 "( 即 同 源 ) 现 象 。 图 11-20 
是 人 类 第 21 号 染色 体 HSA21 位 点 与 小 鼠 第 16 号 染色 体 MMU16,MMU17 
和 MMU10 连锁 图 的 比较 ,我 们 可 以 很 清楚 地 看 出 ,两 者 之 间 存 在 着 广泛 的 
同 源 性 。 

人 类 基因 组 计划 所 提供 的 这 四 张 图 ,特别 是 人 类 核酸 序列 图 ,蕴藏 了 决定 
我 们 生 、 老 , 病 \ 死 的 所 有 遗传 信息 , 必 将 成 为 人 类 认识 自我 .改造 自我 的 取 之 不 
尽 的 知识 源泉 ,为 21 世纪 现代 生物 学 和 医学 的 迅速 发 展 奠 定 基 础 。 


cctattagaa cgattaagga gaaatacaat tcgaatgaga aggatgtgcc gtttgttata ataaacagcc acacgacgta 
aacgtaaaat gaccacatga tgggccaata gacatggacc gactactaat aatagtaagt tacattttag gatggaataa 
atatcatacc gacatcaggtt tgaaagaaaa gggaaaaaaa gaaaaaataa ataaaagata tactaccgac atgagttcca 
aaaagcaaaa aaaaagatca agccgacaca gacacgcgta gagagcaaaa tgactttgac gtcacaccac 
gaaaacagac gcttcatacg tgtcccttta tctctctcag tctctc laag cttagtga gaccctcctc tgtttt actcAca 
aatatgc aaactagaaa acaatcatca ggaataaagg gtttgattac ttctattgga aagaaaaaaa tctttggaaa 


ATGGAICAAACAGAGGAACCACCACTCAACACACACCAGCAGCACCCAGGTAGATT 
Oe Ee 
GATTTATGGATACAGE TGAACA AGAATGGTGCGACTAAGA TAGG 


RAACTTAAACOCTAC CAA TT ACTAAACATGGACAAAGC 


有 图 11-19 真 核 基因 代表 性 序列 结构 示意 图 ” 拟 南 关 (Arabidopsis thaliana) 基因 
RD29A (Locus ID:At5g52310) 序 列 : 方 框 中 的 黑色 大 写字 母 表 示 编 码 区 (外 显 子 ,exon)， 

方 框 之 间 的 灰色 大 写字 母 表示 非 编码 区 (内 会 子 ,intron), 方 框 中 第 一 个 ATC 表示 翻译 
起 始 位 点 。 红 色 字 母 分 别 表示 CAAT 区 ,TATA 区 及 转录 起 始 位 点 序列 actecAca ,其 中 大 写 
的 A 是 转录 起 点 ,一 般 记 作 +1 位 。 向 上 游记 作 人 负 值 (-1,-2,-3.…), 向 下 游记 作 正 值 
(+1 ,+2 ,+3… )。 
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有 图 11-20 人 第 21 号 染色 体 HSA21 位 点 与 小 鼠 16 号 染色 体 MMU16,MMU17 和 MMU10 位 点 有 
“ 共 线 "性 
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11.3 ”其 他 基因 组 


若干 年 前 ,几乎 没有 人 相信 有 一 天 基因 组 序列 测定 的 增长 速度 会 超过 著名 

的 摩尔 定律 关于 CPU 运算 能 力 的 定义 。 事 实 上 , 随 着 焦 磷 酸 测序 法 等 新 技术 的 

逐步 成 熟 和 现 有 测序 技术 成 本 的 持续 降低 ,近年 来 基因 组 序列 数据 每 年 呈 指 数 

形式 增长 ,根据 2007 年 1 月 的 数据 ,全 球 已 启动 2 296 个 基因 组 项 目 ,其 中 607 

个 项 目 已 经 完成 ,已 经 公开 发 表 481 个 基因 组 序列 ,包括 403 个 细菌 基因 组 ,33 
个 古 细 菌 基 因 组 和 45 个 真 核 生 物 基因 组 (图 11-21 )。 

600 

500 

400 


300 


1995 1997 1999 2001 2003 2005 2006 


和 有 图 11-21 到 2006 年 年 底 已 完成 的 基因 组 项 目 (http://www. 


genomesonline.org/) 


表 11-4 是 到 2006 年 为 止 已 经 基本 完成 DNA 序列 分 析 的 各 种 真 核 生物 基 
因 组 数据 的 比较 。 研 究 发 现 , 低 等 真 核 生 物 如 酵母 .线虫 以 及 高 等 植物 拟 南 芥 ， 


表 11-4 基本 完成 DNA 序列 分 析 的 真 核 生物 基因 组 比较 


93 

线虫 1998 96 99 100 197 
果 蝇 2000 116 64 97 117 
拟 南 芥 2000 115 92 100 221 
人 类 全 基因 组 2001 2 693 84 90 12 
Public Sequence 

人 类 全 基因 组 2001 2 654 83 93 ~ 99 15 
Celera Sequence 

小 鼠 基 因 组 2002 2 493 95 95 9 
籼稻 基因 组 2002 466 92 98 110 
大 鼠 基 因 组 2004 2 750 90 94 8 
鸡 基 因 组 2004 1 200 91 97 15 
狗 基 因 组 2005 2 410 99 100 8 
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不 但 基因 组 比较 小 ,基因 密度 比较 高 , 百 万 碱 基 对 中 含有 200 个 或 更 多 的 基因 
(图 11-22) ,而 且 异 染色 质 的 比例 较 低 ,基因 组 90% 以 上 由 常 染 色 质 组 成 ,而 果 
蝇 和 人 类 基因 组 中 异 染 色 质 的 比例 较 高 , 占 基 因 组 的 20%~40%。 研 究 果 蝇 全 部 
四 条 染色 体 发 现 , 其 YY 染色 体 几 乎 完全 异 染 色 质 化 ,第 四 号 染色 体 也 大 部 分 被 
异 染 色 质 化 。 果 蝇 X 染色 体 在 不 同 家 系 中 变化 最 大 ,其 异 染色 质 化 程度 从 30% 


V28 V29-1 TRY4 TRY5 
0 10 20 S0 kb 
(a) 人 类 
GLK!1 SROY HIS4 FUS!1! AGP!]1 t Ty2 BUD3 
0 10 20 30 40 50 kb 


(d) 大 肠 杆菌 


园 外 足 子 国 假 基因 器 重复 序号 


有 图 11-22 部 分 典型 真 核 和 原核 生物 基因 组 成 分 分 析 (a) 人 B-T 细胞 受 体位 点 ,在 50 kb 
大 片段 中 只 有 一 个 基因 (TRY4, 编 码 胰 蛋 白 酶 原 ), 一 个 假 基因 (TRY5), 两 个 基因 片段 (V28， 
V29-1) 和 52 个 存在 于 全 基因 组 范围 内 的 重复 序列 ,编码 功能 基因 的 序列 占 总 序列 不 到 3%。 
(b) 酵 母 第 内 号 染色 体 中 的 一 个 片段 ,其 中 包括 26 个 蛋白 质 编码 基因 ,2 个 tRNA 基因 ,5 个 
存在 于 基因 组 范围 内 的 重复 序列 ， 编 码 功能 基因 的 序列 占 总 序列 的 66.4%， 重复 序 列 占 
13.5%( 在 所 有 16 条 酵母 染色 体 中 ,重复 序列 只 有 3.4% ) 。 在 该 SO0 kb 序列 中 ,所 有 基因 都 不 
带 内 含 子 ,在 整个 酵母 基因 组 中 ,一 共 只 有 239 个 内 含 子 , 而 一 个 人 类 基因 就 可 能 有 多 达 
100 个 内 含 子 。(ec) 在 50 kb 玉米 基因 组 中 ,只 有 1 个 基因 ,乙醇 脱毛 酶 [-F 基 因 , 其 余 几 乎 都 
是 重复 序列 。 在 它 的 5000 Mb 基因 组 序列 中 ,509% 以 上 可 能 是 重复 序列 。(d) 大 肠 杆 菌 基因 组 
中 ,50 kb 序列 中 可 能 有 43 个 基因 ( 占 全 序列 的 85.99%5) ,许多 基因 之 间 甚 至 连 一 点 空间 都 没有 
(thr4 和 thrB 之 间 只 隅 了 一 个 碱 基 ,thrC 基因 直接 位 于 thrB 终止 子 的 下 游 )。 原核 生物 基因 中 没 
有 内 含 子 (少数 古 细菌 基因 中 可 能 存在 极 少 的 内 含 子 )。 原 核 基因 组 中 没有 重复 序列 ;但 已 发 现 
存在 某 些 插入 序列 (如 IS186 和 IS1)。 在 整个 大 肠 杆 菌 4 639 kb 序列 中 共 发 现 不 到 4 400 个 
编码 基因 。 
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到 50% 左 右 不 等 (图 11-23 ) 。 
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上 图 11-23 果 蝇 染色 体 中 常 染 色 质 和 异 染 色 质 含量 比较 


11.3.1 大 肠 杆 菌 基因 组 


K12 是 第 一 个 被 测序 的 大 肠 杆 菌 基因 组 ,有 两 个 菌株 (MG1655 和 W3110) 
分 别 在 1996 一 1997 年 间 完成 测序 。1999 一 2001 年 又 先后 完成 了 具有 致 病 性 的 
大 肠 杆 菌 0157 : H7 EDL933 和 SAKAI 菌株 的 基因 组 测序 。 表 11-5 是 到 目前 
为 止 已 经 完成 测序 的 各 种 大 肠 杆 菌 基 因 组 。 大 肠 杆菌 K12 : MG1655 全 基因 组 
是 包含 4 639 221 bp 的 双 链 环 状 分 子 ， 蛋 白质 编码 基因 占 了 整个 基因 组 的 
87.8% ,RN4 基因 占 了 0.8% ,0.7% 为 非 编 码 的 重复 序列 ,其余 约 11% 为 调控 或 其 
他 功能 区 。 共 含有 4 400 多 个 可 能 的 编码 基因 ,其 中 3 700 个 可 以 通过 生物 化 学 
实验 或 者 生物 信息 学 分 析 得 到 合理 的 注释 。 另 外 大 约 700 个 基因 中 有 650 个 与 
其 他 细菌 基因 组 基因 显示 出 较 高 的 同 源 性 ， 只 有 50 个 基因 与 其 他 任何 物种 没 
有 明显 的 同 源 性 。 


表 11-5 到 2006 年 为 止 已 完成 测序 的 大 肠 杆菌 菌株 


基因 数目 
0157_EDL933 5 528 5349 | B7A 5 202 4 637 
0157_Sakai 5 498 5 361 | NMEC RS218 5 089 ~4 900 
E22 5 516 4788 | E2348 5 072 4 594 
E110019 5 384 4 746 | E24377A 4 980 4 254 
B171 5 299 4 467 | UPEC 536 ~4 900 ~4 800 
53638 5 289 4783 | 101NAI 4 880 4 238 
42 5 242 4 899 | HS 4 643 3 689 
CFT073 5 231 5 379 | K -12_W3110 4 641 4 390 
H10407 -5 208 -5 000 | K-12_MG1655 4 639 4 254 
Fl1 5 206 4 467 | B03 4 629 4 387 


研究 发 现 ,大 肠 杆菌 基因 组 重复 序列 的 排 布 可 能 与 DNA 的 复制 相关 。 如 多 
拷贝 重复 排列 的 rRN4 基因 (rrm) 位 于 环 状 染 色 体 的 中 部 ,这 个 位 置 包含 已 知 的 
DNA 复制 起 始 位 点 oriC ,其 他 许多 与 rRNA 相关 的 DNA 序列 (TPIP) 则 位 于 环 
状 染 色 体 另 一 端的 相应 位 置 。 此 外 ,rrn 与 TPIP 序列 对 称 分 布 在 oriC 两 边 的 先 
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导 链 上 。 此 外 ,rrn 操纵 子 的 转录 通常 朝 着 远离 复制 起 始 位 点 的 方向 进行 。 


11.3.2 酵母 基因 组 


酿酒 酵母 基因 组 是 第 一 个 测序 完成 的 真 核 生 物 基因 组 ,全 基因 序列 于 1996 
年 完成 。 该 基因 组 全 长 13 040 000 bp, 比 单 细 胞 的 原核 生物 和 古 细 菌 大 一 个 数 
量 级 ,酿酒 酵母 是 最 小 的 真 核 基因 组 ,基因 密度 为 1/2 kb。 裂 殖 酵母 比 酿酒 酵母 基 
因 密 度 稍 大 ,其 密度 是 1/2.3 kb; 而 简单 多 细胞 生物 线虫 的 基因 密度 低 达 1/30 kb。 
酵母 基因 组 中 共有 5 885 个 蛋白 质 编 码 基 因 ， 另 有 大 约 140 个 rRNA 、40 个 
snRNA (small nuclear RNA) 和 275 个 tRNA 基因 。 酿 酒 酵母 中 约 4% 的 编码 基因 
(大 多 为 rRNA 基因 ) 有 内 含 子 ,通常 这 些 内 含 子 位 于 靠近 rRNA 基因 的 起 始 部 分 。 

比较 不 同 酵母 菌株 发 现 ,S.kluyveri 只 有 7 条 染色 体 ,10 Mb;S.castelliit 有 9 
条 染色 体 ,9.72 Mb。S.exiguus 和 S.cerevisiea 的 基因 组 最 大 ， 都 包含 16 条 染色 
体 ,总 DNA 量 分 别 达 到 18 355 000 和 13 030 000 bp ,分 别 是 已 经 测序 的 酵母 
菌株 中 第 一 和 第 二 大 的 基因 组 ( 表 11-6 )。 


表 11-6 酵母 各 菌株 染色 体 数目 及 单个 染色 体 、 基 因 组 数据 比较 


S. dairen- S. caste- S. serva S. unis S. exig S. kluy 
党 4 仁 4 和 


染色 体 数 目 12 12 
单个 染色 体 大 小 /kb 

I 730 550 570 560 395 970 220 

2 800 660 620 630 470 1110 280 

3 1 060 820 690 660 660 1300 360 

4 1 200 860 720 720 740 1410 445 

5 1 300 890 740 800 780 1510 555 

6 1510 1 000 870 840 880 1750 610 

7 1600 1320 960 960 970 1950 690 

8 1800 -1720 1010 1010 -1020 ea 760 

9 1920 1 900 1100 1100 1080 本 800 

10 a i 1250 1250 1250 830 

11 站 1850 1850 1300 920 

12 se Ss 1950 1950 -1470 a 960 

13 LE 4 和 1 510 加 1 010 

14 本 ws i 1 780 4 1 100 

15 天 A 3 2 1 950 1 600 

16 和 2 100 1 900 

基因 组 大 小 /kb 11920 9720 12330 11560 18355 10000 13040 


许多 酵母 染色 体 由 交替 的 GC 含量 高 和 GC 含量 低 的 区 段 所 组 成 ,GC 含量 
的 分 布 变化 通常 与 这 些 染 色 体 上 的 基因 密度 分 布 变 化 相 一 致 。 例 如 ,在 3 号 染 
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色 体 , 碱 基 组 成 的 周期 性 变化 与 染色 体 辟 上 的 基因 重组 频率 的 变化 相 一 致 。GC 
富 集 区 就 是 染色 体 臂 中 部 的 重组 频率 高 的 区 域 ,AT 富 集 区 又 与 重组 频率 低 的 
端 粒 和 着 丝 粒 区 域 序列 对 应 。 四 个 最 小 的 染色 体 (1 号 ,3 号 ,6 号 和 9 号 ) 表 现 出 
的 平均 重组 率 超 过 整个 基因 组 平均 水 平 的 1.3~1.8 倍 。 


11.3.3 拟 南 芥 基 因 组 


拟 南 芥 基因 组 是 世界 上 第 一 个 被 测序 的 植物 基因 组 ,也 是 继 线虫 . 果 蝇 之 
后 第 三 个 被 测序 的 多 细胞 生物 。 拟 南 芥 基因 组 全 长 约 为 115.4 Mb ,其 中 包含 部 
分 着 丝 粒 区 域 的 序列 。 基 因 组 分 析 表 明 ,在 整个 拟 南 芥 进化 过 程 中 可 能 包括 一 
次 全 基因 组 的 复制 以 及 广泛 的 基因 人 缺失 和 重复 复制 ,基因 组 中 含有 许多 从 蓝藻 
中 迁移 过 来 的 DNA 片段 。2000 年 发 表 基 因 组 数据 时 宣布 ， 该 基因 组 可 能 共有 
25 498 个 编码 基因 。 通 过 最 近 6 年 多 的 努力 ， 拟 南 芥 5 条 染色 体 共 编码 约 
30 000 个 基因 ( 表 11-7)。 据 估计 ,这 个 数字 可 能 不 会 增加 太 多 了 。 与 酵母 线虫 、 
果 蝇 相 比 , 拟 南 芥 基因 组 中 编码 转录 调控 因子 的 基因 数量 显著 增加 ( 表 11-8)， 
从 一 个 侧面 反映 了 高 等 植物 的 复杂 性 。 


表 11-7 TAIR 与 NCBI 所 公布 的 拟 南 芥 各 染色 体 基因 数目 比较 


1 号 染色 体 了 3 了 8 018 4 号 染色 体 4 574 4 848 


2 号 染色 体 4 753 5 152 | 5 号 染色 体 6 769 7 120 
3 号 染色 体 5 825 6 362 合计 29 388 31 500 


表 11-8 主要 真 核 生物 中 转录 调控 因子 数量 比较 


基因 数目 


拟 南 芥 约 29 388 1 533 5.9 
可 母 约 5 885 209 < 区. 
线虫 约 18 891 669 3 
果 蝇 约 13 379 635 4.5 


11.3.4 水稻 基 因 组 


籼稻 和 粳稻 基因 组 几乎 在 2002 年 被 同时 完成 。 水 稻 共 有 12 条 染色 体 , 籼 
稻 基 因 组 ( 常 染 色 体 部 分 ) 为 466 Mb ,粳稻 为 420 Mb, 是 拟 南 芥 基 因 组 的 3.7 
倍 , 仅 为 人 类 基因 组 的 13%。 研 究 发 现 几乎 所 有 的 水 稻 基 因 至 少 有 一 个 外 显 子 
区 域 表现 出 较 高 的 GC 含量 ， 而 在 同一 个 基因 内 部 5' 区 的 GC 含量 要 比 3' 区 高 
出 25%( 图 11-24)。 另 外 水 稻 基因 的 平均 大 小 只 有 4 500 bp， 远 小 于 人 类 基因 
的 平均 大 小 (27 kb)。 水 稻 cDNA 中 转 座 子 的 含量 约 为 1% ,也 低 于 人 类 的 4% ， 
表明 了 水 稻 在 进化 中 的 稳定 性 。 基 因 组 水 平 的 同 源 性 分 析 表 明 ,80% 的 拟 南 芥 
基因 可 以 在 水 稻 中 找到 同 源 基因 ,其 同 源 部 分 也 占 到 蛋白 质 长 度 的 80% ,其 中 
60% 的 氨基 酸 序列 完全 一 样 。 相 反 , 只 有 50% 的 水 稻 基因 可 以 在 拟 南 芥 中 找到 
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一 一 Arab.ATHKCP 
一 一 Rice OSU46758 


GC 含量 


0 0.5 1 1.5 号 
编码 区 (kb) 


(a) 


编码 区 (kb) 
(b) 


有 图 11-24 水 稻 与 拟 南 莉 基因 内 部 GC 含量 变化 比较 (a) 拟 
南 苏 K* 通 道 蛋 白 (HKCP) 与 水 稻 同 源 基 因 0SU46758 内 部 GC 含 
量变 化 比较 ;(b) 拟 南 芥 光敏 色 来 B 基因 (PHYB) 与 水 稻 同 源 基 
因 OSPHYB1GE 内 部 GC 含量 变化 比较 。 图 示 无 论 是 1 kb 大 小 的 
HKCP 基因 还 是 长 度 超过 10 kb 的 PHYB 基因 ， 水 稻 基 因 5' 的 
GC 含量 均 要 明显 高 于 拟 南 蕉 基因 。 这 两 种 植物 基因 编码 区 3 的 
GC 含量 则 大 致 相当 。 


同 源 基 因 ,说 明 在 高 等 单子 叶 植物 进化 过 程 中 可 能 获得 了 大 量 其 他 来 源 的 基因 。 
11.3.5 ”家 得 基因 组 


家 午 是 一 种 独特 的 完全 依赖 于 人 类 存活 繁衍 的 驯养 尾 贝 。 用 于 家 蚕 基 因 组 
测序 的 DNA 以 及 构建 相应 cDNA 文库 的 mRNA 来 自 一 个 纯 驯 养 品 种 一 一 大 造 
(图 11-25)。 因 为 容易 在 实验 室 饲 养 .有 可 利用 的 来 自 基因 同 源 近 等 系 的 突变 和 
生物 学 上 的 大 量 信息 ,家 看 一 直 是 昆虫 遗传 学 上 的 模式 生物 之 一 ,其 影响 可 能 仅 
次 于 果 蝇 。 家 和 大 有 400 个 可 见 的 表现 型 ,包括 许多 重要 的 生物 学 特性 如 丝 产量 饮 
食 特性 , 抗 病 能 力 ,胚胎 形成 和 性 征 变 异 等 ,其 中 大 约 有 200 个 分 布 在 已 知 的 连锁 
群 。 家 蛋 一 共有 28 条 染色 体 ,测序 的 基因 组 大 小 为 428.7 Mb ,是 果 蝇 基因 组 的 
3.6 倍 ,是 蚊子 的 1.54 倍 。 注 释 的 家 看 基因 为 18 510 个 ,大 于 果 蝇 的 13 379 的 基 
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有 图 11-25 家 每 ( Bombyx mom) 的 生命 周期 


因数 ,每 个 家 看 基因 平均 带 有 1.15 个 外 显 子 , 而 果 蝇 基因 几乎 没有 断裂 .而 且 由 于 
转 座 子 主要 插入 内 含 子 部 分 ,家 蚕 的 基因 显著 大 于 相应 的 果 蝇 基因 (图 11-26 )。 


11.3.6” 鸡 基因 组 


科学 家 选择 现代 家 鸡 的 祖宗 野生 红 原 鸡 (Gallus gallus ) 作 为 基因 组 框架 图 
的 原型 。 鸡 基因 组 草图 由 全 基因 组 鸟 枪法 完成 测定 ,基因 组 大 小 只 有 人 类 的 1/3 
左右 ， 但 鸡 基因 组 DNA 的 重复 度 极 低 ， 只 有 11%( 一 般 哺乳 动物 都 高 达 409%-~ 
50%)。 除了 一 对 性 染色 体外 , 鸡 有 38 对 常 染色 体 , 其 中 5 个 大 染色 体 ,5 个 中 染 
色 体 ,28 个 小 染色 体 (图 11-27)。 因 为 每 个 染色 体 辟 至 少 有 一 个 交叉 
(crossover) ,所 以 ,小 染色 体 基 因 重 组 的 概率 较 高 ,研究 发 现 , 大 染色 体 交叉 率 为 
2.8 cM/Mb ,小 染色 体 交 叉 率 为 6.4 cM/Mb, 而 大 多 数 人 类 染色 体 的 交叉 率 仅 为 
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3000 


Mean=2.29 Mean=0.98 


Median=2.75 Median=1.00 
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同 源 碱 基 对 数目 
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0 1 3 10 30 0003 01 03 1 3 10 30 
家 番 基 因 长 度 / 果 蝇 基因 长 度 家 蚕 CDS 长 度 / 果 蝇 CDS 长 度 
(a) (b) 


上 图 11-26 家 每 与 果 蝇 同 源 基因 大 小 的 比较 (a) 5 879 个 家 重 - 果 蝇 同 源 基因 去 除 内 含 子 前 DNA 序列 长 
度 比较 ;(b) 去 除 内 含 子 后 编码 区 (CDS) 长 度 比较 。 
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有 图 11-27 家 鸡 (Gallus gallus domesticus) 染 色 体 结构 图 


1~2 cM/Mb ,这 就 使 鸡 成 为 研究 遗传 连锁 的 理想 对 象 。 另 外 , 鸡 基 因 组 比 其 他 哺 
乳 动物 基因 组 要 紧凑 得 多 ， 它 只 有 10 亿 个 DNA 碱 基 对 却 编码 了 2~2.3 万 个 基 
因 ,而 人 类 基因 组 含有 三 十 亿 个 碱 基 对 却 只 编码 了 约 3 万 个 基因 鸡 的 基因 数 
量 与 哺乳 动物 相当 ,但 它 的 假 基因 数量 很 少 ,只 有 75 个 ,而 哺乳 动物 一 一 般 有 
15 000 个 左右 。 该 现象 与 大 量 存在 的 重复 元 素 (LINE)CR1 反 转 录 酶 的 高 度 特异 
性 密切 相关 ,并 使 鸡 种 间 和 种 内 的 变异 程度 相当 接近 。 


11.4 比较 基因 组 学 及 相关 研究 


基因 组 的 序列 主要 可 被 分 为 三 类 :( 一 ) 通过 比较 确 知 其 生理 功能 的 ; (二) 在 
数据 库 中 有 相 匹 配 的 蛋白 质 序 列 ,但 并 不 知道 其 功能 的 ; (三 ) 在 现 有 数据 库 中 找 
不 到 任何 相 匹 配 的 蛋白 质 序 列 的 新 基因 。 由 于 生物 在 进化 上 是 相互 关联 的 ,对 一 
种 生物 的 研究 可 以 为 其 他 生物 提供 有 价值 的 信息 。 比较 基因 组 学 (comparative 
genomics) 的 威力 在 于 它 能 根据 对 一 种 生物 相关 基因 的 认识 来 理解 \ 诠 释 甚 至 克隆 
分 离 另 一 种 生物 的 基因 。 远 缘 基 因 组 间 的 比较 为 认识 生物 学 机 制 的 普遍 性 ,寻找 
研究 复杂 生理 和 病理 过 程 所 需 的 实验 模型 提供 了 理论 依据 ， 而 近 缘 基因 组 间 的 比 
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十 本 11 基因 组 与 比较 基因 组 学 
较 则 为 认识 基因 结构 与 功能 等 细节 提供 了 参数 。 因 此 ,为 充分 理解 人 类 基因 组 , 必 


须 对 一 系列 近 缘 和 远 缘 的 模式 生物 进行 基因 组 程度 上 的 比较 分 析 工 作 。 
11.4.1 基因 组 数据 的 挖掘 与 分 析 


研究 大 肠 杆 菌 K-12 基因 组 发 现 ,除了 尚 有 38% 以 上 的 未 知 蛋 白质 之 外 ,与 
物质 运转 和 能 量 代谢 相关 的 蛋白 质 含 量 分 别 占 蛋 白质 总 量 的 9% 左右， 各 种 功 
能 性 酶 .细胞 结构 蛋白 .调控 蛋白 .细胞 周期 相关 因子 及 参与 蛋白 质 合成 .参与 
重要 中 间 物 合成 与 代谢 等 过 程 的 蛋白 质 分 别 占 总 蛋白 的 4% 以 上 ， 参 与 氨基 酸 
合成 及 代谢 ， 参 与 DNA 合成 及 代谢 的 蛋白 质 也 都 达到 总 蛋白 的 3% 左 右 ( 表 
11-9) 。 


表 11-9 大 肠 杆 菌 所 编码 的 蛋白 质 分 类 


调控 蛋白 178 4. 15 


细胞 结构 蛋白 224 1 
膜 蛋白 13 0.3 

外 源 蛋 白 87 2.03 
物质 运转 相关 和 蛋白 427 9. 95 
能 量 代谢 相关 和 蛋白 373 8.70 
DNA 合成 与 代谢 115 2. 68 
转录 及 RNA 合成 ,代谢 与 修饰 55 2 
翻译 及 蛋白 质 修饰 182 4. 24 
细胞 周期 相关 因子 188 4. 38 
辅 基辅 因子 及 其 载体 103 2. 40 
伴侣 蛋白 9 0.21 
核 苷 酸 的 合成 与 代谢 58 1. 35 
氨基 酸 的 合成 与 代谢 131 3. 06 
脂肪 酸 及 磷脂 的 合成 与 代谢 48 1 到 
重要 中 间 物 合成 与 代谢 188 4. 38 
酶 251 5..83 
其 他 (功能 已 知 蛋白 ) 26 0.61 
未 知 蛋白 1 632 38. 06 


人 类 基因 组 研究 还 发 现 , 人 类 基因 的 平均 长 度 为 27 kb 左右 ,含有 8.8 个 长 
约 145 bp 的 外 显 子 ,内 含 子 的 长 度 大 大 超过 外 显 子 , 达 到 3 365 bp 左右 。 人 类 
基因 的 3' 非 翻译 区 (UTR ) 的 平均 长 度 为 770 bp, 其 $ 非 翻译 区 的 平均 长 度 为 
300 bp ,可 译 框架 的 平均 长 度 只 有 1 340 bp ,编码 447 个 氨基 酸 ( 表 11-10) 。 

对 原始 的 流感 嗜 血 杆 菌 基 因 组 与 酵母 线虫. 果 蝇 和 拟 南 芥 进 行 比较 以 后 
发 现 ， 原 始 生 物 细 胞 中 单 拷贝 基因 较 多 ， 在 流感 嗜 血 杆 菌 中 单 拷贝 基因 占 
88.8% ,在 酵母 中 占 71.4% ,在 果 蝇 中 占 72.5% ,在 线虫 中 占 55.2% , 而 在 高 等 植 
物 拟 南 芥 中 只 占 约 3$.0%( 表 11-11) 。 


11.4 比较 基因 组 学 及 相关 研究 > 
表 11-10 人 类 基因 组 数据 库 中 蛋白 质 编码 基因 的 部 分 重要 参数 比较 


外 显 子 长 度 /bp 145 | 5' 非 翻译 区 300 
外 显 子 个 数 8.8 | “可 译 框架 的 长 度 /bp 1 340 
内 含 子 长 度 /bp 3 365 核 基 因 长 度 /kb 27 
3' 非 翻译 区 770 | 
表 11-11 不 同 物种 中 单 拷贝 基因 的 数量 及 占 基因 总 数 百分比 
单 拷贝 基因 占 基因 总 量 的 

流感 哮 血 杆菌 1 587 88.8 

降生 5 105 71.4 

果 蝇 10 736 72:5 

线虫 14 177 $5.2 

拟 南 芥 11 601 35.0 


11.4.2 ”基因 组 数据 的 比较 研究 


屎 殖 道 支原体 是 已 知 最 小 的 基因 组 ,可 依 此 确定 能 自我 复制 的 细胞 必需 的 
一 套 最 少 的 核心 基因 。 流感 嗜 血 杆菌 的 基因 组 为 1.83 Mb ,而 尿 殖 道 支 原 体 的 基 
因 组 只 有 0.58 Mb ,两 者 相差 3 倍 多 ,那么 ,基因 组 大 小 影响 了 基因 数目 还 是 基 
因 尺 度 ? 流感 嗜 血 杆菌 基因 大 小 平均 900 bp, 尿 殖 道 支原体 的 基因 为 1 040 bp， 
基因 大 小 差不多 。 流 感 嗜 血 杆菌 中 平均 1 042 bp 有 1 个 基因 , 尿 殖 道 支原体 中 
平均 1 235 bp 有 1 个 基因 。 可 见 基因 组 尺度 减 小 并 不 引起 基因 密度 的 增加 和 
基因 本 身 尺 寸 的 减 小 。 两 者 的 差别 在 于 基因 数量 上 ,流感 嗜 血 杆 菌 基因 组 有 
1 743 个 ORF ,而 尿 殖 道 支原体 只 有 470 个 ORF( 表 11-12)。 通 过 对 尿 殖 道 支 
原 体 与 流感 嗜 血 杆菌 这 两 个 亲缘 关系 较 远 的 生物 基因 组 的 比较 ,选取 其 共同 
的 基因 ( 共 240 个 ), 再 加 上 一 些 其 他 基因 ,最 后 组 成 一 套 含 256 个 基因 的 最 小 
基因 组 。 


表 11-12 流感 嗜 血 杆 菌 和 尿 殖 道 支原体 各 类 主要 基因 比较 


充 感 哺 水 殖 道 


血 杆 菌 ”支原体 


总 ORF 数 7 470 | 脂肪 代谢 25 6 


氨基 酸 合成 68 1 | DNA 复制 ,重组 和 修复 87 42 
辅 基 等 的 合成 54 3 蛋白 质 高 级 结构 形成 6 5 
核 苷 酸 合 成 53 29 | 调控 蛋白 64 7 
细胞 膜 合 成 与 装配 84 27 转录 27 22 
能 量 代谢 112 31 翻译 141 101 
糖 代谢 30 6 吸收 与 转运 123 34 
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4 趣 11 基因 组 与 比较 基因 组 学 


通过 流感 嗜 血 杆 菌 能 量 代谢 类 群 的 ORF 分 析 ， 了 解 到 在 这 种 生物 中 缺乏 
三 羧 酸 循环 (TCA) 中 必需 的 三 个 酶 , 即 柠檬 酸 合成 酶 基因 、 异 柠檬 酸 脱 氢 酶 基 
因 和 顺 乌 头 酸 酶 基因 。 由 此 推断 流感 嗜 血 杆 菌 TCA 缺失 ,不 能 合成 谷 所 酸 , 因 
为 谷 氨 酸 的 供 体 是 TCA 的 中 间 产 生物 ga- 酮 戊 二 酸 。 

古 细菌 产 甲烷 球菌 与 原核 生物 有 着 共同 的 染色 体 组 织 与 结构 ,如 环 状 基因 
组 基因 的 操纵 子 结构 等 ,其 能 量 产生 和 固氮 基因 与 原核 生物 也 有 很 高 的 同 源 
性 。 该 基因 组 中 与 细胞 分 裂 有 关 的 蛋白 质 及 20 多 个 编码 无 机 离子 运输 蛋白 的 
ORF 与 细菌 基因 同 源 ,而 且 其 调控 模式 也 类 似 于 原核 生物 。 然 而 , 产 甲烷 球菌 在 
细胞 遗传 信息 传递 ,尤其 是 转录 和 翻译 系统 ,以 及 分 泌 系统 方面 与 真 核 生 物 同 
源 ,说明 该 细菌 与 真 核 生物 亲缘 关系 较 近 。 比 较 基 因 组 学 提供 的 结果 表明 ,在 进 
化 系统 树 上 , 古 细菌 与 真 核 生 物 亲 缘 关 系 比 原核 生物 更 近 。 在 自 养 生物 的 三 个 
分 支 , 细 菌 、 古 细菌 和 真 核 生 物 中 ,细菌 的 分 化 发 生 较 早 。 


对 》 | 思考 二 


- 简 述 人 类 基因 组 计划 的 科学 意义 。 

. 请 分 析 人 类 基因 组 计划 的 发 展 趋势 。 

. 试 述 大 肠 杆 菌 基 因 组 和 真 核 生物 基因 组 的 主要 区 别 。 

. 列 出 LINESs 与 SINEs 的 异同 。 

. 区 分 遗传 图 谱 和 物理 图 谱 , 试 述 这 两 项 技术 的 优 缺点 。 

, 什么 是 FISH 技术 ? 如 何 利用 它 来 构建 基因 组 的 物理 图 谱 ? 

. 鸟 枪 测序 法 的 技术 原理 是 什么 ? 

. 什么 是 蛋白 质 组 学 ?什么 是 转录 组 学 ? 简 述 这 两 个 领域 里 最 主要 的 研究 手段 。 
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ABC 模型 : 即 控制 花形 态 发 生 的 模型 。 该 模型 把 四 轮 花 器 官 
同时 发 生 作为 基本 前 提 , 强 调 花 形态 突变 体 产生 不 同 花 器 官 的 生 
理 位 置 变化 。 该 模型 中 正常 花 的 四 轮 结构 的 形成 是 由 三 组 基因 
A .BC 共同 作用 完成 的 ， 每 一 轮 花 器 官 特征 的 决定 分 别 依赖 于 
4 .B.C 三 组 基因 中 的 一 组 或 两 组 基因 的 正常 表达 ,A 组 基因 控制 
苯 片 花瓣 的 发 育 ,B 组 基因 控制 花瓣 、 雄 蕊 的 发 育 ,C 组 基因 控制 
雄蕊 心 皮 的 发 育 。4 .C 组 基因 互相 持 抗 ,抑制 对 方 在 自身 所 控制 
的 区 域 中 表达 ,如 其 中 任何 一 组 或 更 多 的 基因 发 生 突变 而 丧失 功 
能 , 花 的 形态 就 出 现 异常 。 

AP 位 点 (AP site) :所 有 细胞 中 都 带 有 不 同类 型 能 识别 受 损 
核酸 位 点 的 糖苷 水 解 酶 , 它 能 特异 性 切除 受 损 核 苷 酸 上 的 N-8 粮 
车 键 ,在 DNA 链 上 形成 去 味 叭 或 去 喀 啶 位 点 ,统称 为 AP 位 点 。 

cDNA (complementary DNA ) :在 体外 以 mRNA 为 模板 , 利 
用 反 转 录 酶 和 DNA 聚合 酶 合成 的 一 段 双 链 DNA。 

C 值 (C value) :通常 是 指 一 种 生物 单 倍 体 基 因 组 DNA 的 总 
量 ,以 每 细胞 内 的 皮 克 (pg) 数 表示 。 

C 值 反 常 现象 ({C value paradox): 也 称 C 值 雇 误 。 指 C 值 往 
往 与 种 系 的 进化 复杂 性 不 一 致 的 现象 , 即 基 因 组 大 小 与 遗传 复杂 
性 之 间 没 有 必然 的 联系 , 某 些 较 低 等 的 生物 C 值 却 很 大 ,如 一 些 
两 栖 动物 的 C 值 甚至 比 哺乳 动物 还 大 。 

Dane 颗粒 :HBV 完整 颗粒 的 直径 为 42 nm, 称 为 Dane 颗粒 ， 
由 外 膜 和 核 壳 组 成 ,有 很 强 的 感染 性 。 

DNA (deoxyribonucleic acid ) :脱氧 核糖 核酸 ,是 世界 上 所 有 
已 知 高 等 真 核 生 物 和 绝 大 部 分 低 等 生物 的 遗传 物质 。 


名 词 解 释 > 


DNA 的 半 保 留 复制 (semi-conservative replication) :DNA 在 复制 过 程 中 ， 
每 条 链 分 别 作 为 模板 合成 新 链 , 产 生 互 补 的 两 条 链 。 这 样 新 形成 的 两 个 DNA 
分 子 与 原来 DNA 分 子 的 碱 基 顺序 完全 一 样 。 因 此 ,每 个 子 代 分 子 的 一 条 链 来 
自 亲 代 DNA , 另 一 条 链 则 是 新 合成 的 ,这 种 复制 方式 被 称 为 DNA 的 半 保 留 
复制 。 

DNA 的 半 不 连续 复制 (semi-discontinuous replication) :DNA 复制 过 程 中 
前 导 链 的 复制 是 连续 的 ,而 另 一 条 链 , 即 后 随 链 的 复制 是 中 断 的 .不 连续 的 。 

DNA 甲 基 化 :CpG 二 核 苷 酸 (CpG 岛 ) 通 常 成 串 出 现在 DNA 上 ,在 甲 基 转 
移 酶 的 作用 下 , 胞 喀 啶 (C ) 的 第 5 位 碳 原子 能 被 修饰 加 上 甲 基 。DNA 甲 基 化 除 
形成 S- 甲 基 胞 喀 啶 (5-mC) 之 外 ,还 能 产生 少量 的 Ns- 甲 基 腺 嘎 叭 (Ne-mA) 及 
7- 甲 基 乌 嗓 吟 。 

DNA 聚合 酶 (DNA polymerase): 一 种 催化 由 脱氧 核糖 核 车 三 磷酸 合成 
DNA 的 酶 。 因 为 它 以 DNA 为 模板 ,所 以 又 被 称 为 依赖 于 DNA 的 DNA 聚合 酶 。 
不 同 种 类 的 DNA 聚合 酶 可 能 参与 DNA 的 复制 和 /或 修复 。 

DNA 酶 I 超 敏感 位 点 : 染色 质 中 特殊 的 一 段 长 约 200 bp、 甲 基 化 程度 
较 低 且 对 DNase 工 高 度 敏 感 的 DNA 序列 ,一 般 在 转录 起 始点 附近 或 者 相关 
部 位 。 

DNA 拓扑 异 构 酶 (DNA topoisomerase) :能 在 闭环 DNA 分 子 中 改变 两 条 
链 的 环绕 次 数 的 酶 , 它 的 作用 机 制 是 首先 切断 DNA ,让 DNA 绕 过 断裂 点 以 后 再 
封闭 形成 双 螺 旋 或 超 螺 旋 DNA。 

DNA 重组 技术 (recombinant DNA technology ) : 又 称 基 因 工 程 (genetic en- 
gineering) ,将 不 同 的 DNA 片段 (如 某 个 基因 或 基因 的 一 部 分 ) 按 照 预 先 的 设计 
定向 连接 起 来 ,在 特定 的 受 体 细胞 中 与 载体 同时 复制 并 得 到 表达 ,产生 影响 受 
体 细胞 的 新 的 遗传 性 状 的 技术 。 

GU-~AG 法 则 (GU-AG rule) :多 数 细胞 核 mRNA 前 体 中 内 含 子 的 5’ 边界 
序列 为 GU,3' 边 界 序列 为 AG。 因 此 ,GU 表示 供 体 衔接 点 的 5' 端 ,AG 代表 接纳 
体 衔 接点 的 3’ 端 序列 。 习 惯 上 ,把 这 种 保守 序列 模式 称 为 GCU-ACG 法 则 。 

HLA: 即 人 类 白细胞 抗原 ,是 受 遗 传 控制 的 个 体 特异 性 抗原 ,广泛 分 布 于 皮 
肤 、 肾 、 脾 、 肺 、 肠 和 心 等 组 织 器 官 有 核 细胞 的 细胞 膜 上 ,是 到 上 日 前 为 止 免疫 反应 
中 最 复杂 、 最 具 多 态 性 的 体系 。 

Ig ,lIg*,Ig :为 区 分 免疫 球 蛋 白 基 因 的 各 种 状态 ,科学 上 将 未 发 生 重 排 的 种 
系 构 型 等 位 基因 称 为 Ig? ,将 发 生 重 排 并 具备 功能 表达 的 等 位 基因 称 为 Ig", 将 发 
生 无 效 重 排 的 无 活性 等 位 基因 称 为 Ig-。 

MADS-box: 在 金鱼 草 . 拟 南 芥 等 多 种 植物 中 存在 一 个 参与 花 器 官 发 育 和 
分 化 的 基因 家 族 的 保守 区 域 ,该 家 族 的 成 员 可 能 参与 不 同 的 分 化 过 程 。 根 据 这 
几 个 家 族 基因 名 称 (MCMI .46 .DEF4 和 SRF) 的 第 一 个 字母 ,将 该 保守 区 命名 
为 MADS-box。 

N 区 :Ig 重 链 基 因 重 排 过 程 中 ， 由 于 DNA 聚合 酶 或 脱氧 核酸 转移 酶 的 作 
用 ,有 时 会 在 结合 处 插入 一 个 脱氧 核 苷 酸 ,形成 所 谓 *N 区 ”插入 序列 ,致使 重 链 
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大 本 名 词 解 释 


V 区 重 排 后 形成 VsNDnNJjs 基因 单位 。 上述 重 排 机 制 使 重 链 V 区 变 得 更 为 复杂 。 

P 转 座 子 {(P-element) :是 一 种 能 够 诱发 杂种 不 育 (hybrid dysgenesis) 的 果 
蝇 转 座 子 ， 果 蝇 中 几乎 所 有 的 杂种 不 育 都 是 由 于 了 转 座 子 插入 基因 组 双 位 点 
而 引起 的 。 所 有 P 转 座 子 两 愤 都 有 31 个 碱 基 的 倒置 重复 序列 ,P 转 座 子 转 座 导 
致 靶 DNA 复制 产生 8 碱 基 正 向 重复 序列 。 

RACE (rapid amplification of cDNA ends,cDNA 末端 的 快速 扩 增 ) :是 利 
用 PCR 技术 在 已 知 部 分 cDNA 序列 的 基础 上 特异 性 克隆 其 5' 端 或 3' 端 缺失 序 
列 的 方法 。 

RAPD (random amplified polymorphic DNA , 随机 扩 增 的 多 态 性 DNA ) : 
用 长 度 为 10 或 11 个 碱 基 的 单一 固定 序列 作 引 物 扩 增 基因 组 DNA ,随机 获得 大 
小 不 同 的 DNA 片段 。 因 其 具有 种 质 特异 性 而 常用 作 遗 传 学 的 分 子 标 记 。 

RFLP (restriction fragment length polymorphism， 限 制 性 片段 长 度 多 态 
性 ) :使 用 限制 性 DNA 内 切 酶 消化 某 个 DNA 分 子 后 出 现 的 长 度 多 样 性 。 因 其 具 
有 种 质 特 异性 而 常用 作 遗 传 学 的 分 子 标记 。 

RNA 的 编辑 (RNA editing ) :是 某 些 RNA ,特别 是 mRNA 前 体 的 一 种 加 工 
方式 ,如 插入 、 删 除 或 取代 一 些 核 背 酸 残 基 , 导 致 DNA 所 编码 的 遗传 信息 发 生 
改变 ,因为 经 过 编辑 的 mRNA 序列 发 生 了 不 同 于 模板 DNA 的 变化 。 

RNA 的 再 编码 (RNA recoding) :是 指 RNA 编码 和 读 码 方式 的 改变 。 

RNA 干涉 (RNA interference,RNAi) :是 利用 双 链 小 RNA 高 效 .特异 性 降 
解 细胞 内 同 源 mRNA ,从 而 阻 断 体内 靶 基因 表达 ,使 细胞 出 现 靶 基因 缺失 表 型 的 
方法 。 

RNA 的 剪接 (RNA splicing) :从 mRNA 前 体 分 子 中 切除 被 称 为 内 含 子 (in- 
tron ) 的 非 编 码 区 ,并 使 基因 中 被 称 为 外 显 子 (exon) 的 编码 区 拼接 形成 成 熟 
mRNA 的 过 程 就 称 为 RNA 的 剪接 。 

RNA 聚合 酶 (RNA polymerase) :使 用 DNA 作为 模板 合成 RNA 的 酶 ,也 称 
为 DNA 依赖 性 RNA 聚合 酶 。 

SARS-CoV: 一 种 新 型 冠状 病毒 ,属于 冠状 病毒 科 冠 状 病毒 属 ,是 一 种 大 
的 有 包 膜 的 正 链 RNA 病毒 ,其 基因 组 由 约 30 000 个 核 苷 酸 组 成 ,直径 约 70~ 
140 nm, 电 镜 下 可 见 电 子 密度 致密 的 核心 和 围绕 的 包 膜 , 包 腊 上 有 冠状 的 刺 突 ,对 
脂 溶 剂 敏感 ,上 戊 二 醋 .甲醛 过 氧化 氨 、 表 面 活 性 剂 . 紫 外线 照射 等 可 使 病毒 失去 感 
染 力 。 可 导致 传染 性 非典 型 肺炎 (SARS ,severe acute respiratory syndrome ) 
严重 急性 呼吸 系统 综合 

SD 序列 (Shine-Dalgarno sequence) :存在 于 原核 生物 起 始 密码 子 AUG 上 
游 7~12 个 核 苷 酸 处 的 一 种 4~7 个 核 苷 酸 的 保守 片段 , 它 与 16S rRNA 3' 端 反 向 
互补 ， 所 以 可 将 mRNA 的 AUG 起 始 密码 子 置 于 核糖 体 的 适当 位 置 以 便 起 始 翻 
译作 用 。 根 据 首 次 识别 其 功能 意义 的 科学 家 命名 。 

SNP (single nucleotide polymorphism ) : 单 核 苷 酸 多 态 忻 , 指 基因 组 DNA 
序列 中 由 于 单个 核 苷 酸 (A,T,C 和 G) 的 突变 而 引起 的 物种 多 态 性 。 

T-DNA: 根 痛 农 杆菌 Ti(tumor inducing) 或 Ri(root inducing) 质 粒 中 的 一 段 
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DNA 序列 ,可 以 从 农 杆 菌 中 转移 并 稳定 整合 到 植物 基因 组 中 ,是 植物 分 子 生物 
学 中 广泛 应 用 的 遗传 转化 载体 。 

p 因子 :是 一 个 相对 分 子 质量 为 2.0x105 的 六 聚 体 蛋 白 , 它 能 水 解 各 种 核 苷 
三 磷酸 ,是 一 种 NTP 酶 , 它 通过 催化 NTP 的 水 解 促 使 新 生 RNA 链 从 三 元 转录 
复合 物 中 解 离 出 来 ,从 而 终止 转录 。 

0 因子 (sigma factor) :是 原核 生物 RNA 聚合 酶 全 酶 的 一 个 亚 基 ,是 聚合 
酶 的 别 构 效 应 物 ,帮助 聚合 酶 专 一 性 识别 并 结合 模板 链 上 的 启动 子 ,起 始 基因 
转录 。 


A 


癌 {cancer) :是 一 种 无 限制 向 外 周 扩 散漫 泣 现象。 癌症 患者 的 主要 特征 是 
发 病 组 织 或 器 官 的 细胞 生长 分 裂 失 控 , 并 由 原 发 部 位 向 其 他 部 位 播 散 。 如 不 能 
控制 这 种 细胞 播 散 ,将 侵犯 要 害 器 官 并 引起 误 竭 ,最 终 导致 有 机 体 死 亡 。 

安慰 性 诱导 物 (gratuitous inducer) : 指 的 是 与 转录 调控 中 实际 诱导 物 相似 
的 一 类 高 效 诱导 物 ,但 不 是 该 诱导 酶 的 底 物 。 

氨 酰 -tRNA 合成 酶 (aminoacyl-tRNA synthetase) :是 一 类 众 化 氨基 酸 与 
tRNA 相 结 合 的 特异 性 酶 。 


B 


摆动 假说 (wobble hypothesis) :Crick 为 解释 反 密 码 子 中 革 些 稀有 成 分 (如 
1 ) 的 配对 以 及 许多 氨基 酸 有 2 个 以 上 密码 子 的 问题 而 提出 的 假说 。 

比较 基因 组 学 (comparative genomics) :在 基因 组 图 谱 和 序列 分 析 的 基础 
上 ,对 已 知 基 因 和 基因 组 结构 进行 比较 ,了 解 基因 的 功能 .表达 调控 机 制 和 物种 
进化 过 程 的 学 科 。 

编码 链 (coding strand): 指 DNA 双 链 中 与 mRNA 序列 ( 除 TU 替换 外 ) 和 
方向 相同 的 那 条 DNA 链 ,又 称 有 意义 链 (sense strand ) 。 

表达 序列 标签 (expressed sequence tag ,EST) :通过 对 随机 选择 的 cDNA 克 
隆 进行 $ 或 3' 端 一 次 测序 所 获得 的 核 苷 酸 序 列 ， 代 表 了 完整 基因 的 一 小 部 分 。 
EST 一 般 来 源 于 用 特定 环境 下 某 个 组 织 总 mRNA 所 构建 的 cDNA 文库 ， 因 此 
EST 数量 也 能 在 一 定 程 度 上 说 明 该 组 织 中 各 基因 的 表达 水 平 。 

病毒 瘤 基因 (v-onc) :一 些 病毒 能 引发 癌症 ,原因 是 病毒 基因 片段 进入 被 感 
染 者 基因 组 中 ,导致 被 感染 者 白 身 基因 行为 发 生 改变 而 出 现 细胞 癌变 , 科学 上 ， 
将 这 种 可 以 引发 癌症 的 病毒 基因 片段 称 为 “病毒 癌 基因 ”。 

病毒 载体 : 对 病毒 基因 组 进行 改造 后 获得 的 适合 用 于 基因 治疗 的 载体 , 主 
要 是 删除 病毒 的 致 病 基 因 ,使 其 对 机 体 没有 致 病 力 , 该 载体 应 能 携带 外 源 基因 、 
装配 成 病毒 颗粒 并 介 导 外 源 基因 的 转移 和 表达 。 


C 
操纵 子 (operon) :是 指 原核 生物 中 由 一 个 或 多 个 相关 基因 以 及 转录 翻译 调 
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控 元 件 组 成 的 基因 表达 单元 。 

插入 序列 (insertional sequence,IS): 是 最 简单 的 转 座 子 , 是 细菌 的 一 小 段 
可 转 座 元 件 , 它 不 含有 任何 宿主 基因 而 常 被 称 为 插入 序列 ,它们 是 细菌 染色 体 
或 质粒 DNA 的 正常 组 成 部 分 。 

长 末端 重复 序列 (LTR): 指 反 转 录 病 毒 基 因 组 两 端的 长 末端 重复 序列 (long 
terminal repeats) ,不 编码 和 蛋白质, 但 含有 启动 子 增强 子 等 调控 元 件 ,病毒 基因 
组 的 LTR 整合 到 细胞 原 癌 基 因 邻 近 处 ， 使 这 些 原 瘤 基因 在 LTR 强 启动 子 和 增 
强 子 的 作用 下 被 激活 ,将 正常 细胞 转化 为 肉瘤 细胞 。 

超 螺旋 (superhelix ,supercoil) : 双 螺 旋 DNA 进一步 扭曲 盘 绕 所 形成 的 特定 
空间 结构 ,是 DNA 高 级 结构 的 主要 形式 ,可 分 为 正 超 螺旋 与 负 超 螺旋 两 大 类 。 
按 DNA 双 螺 旋 的 相反 方向 缠绕 而 成 的 超 螺旋 称 为 负 超 螺旋 ,反之 , 则 称 为 正 超 
螺旋 。 所 有 天 然 的 超 螺旋 DNA 均 为 负 超 螺旋 。 

成 对 规则 基因 :参与 果 蝇 体 节 精细 结构 形成 的 基因 ,一 般 以 两 个 体 节 为 单 
位 相互 间隔 一 个 副 体 节 表 达 ,其 分 布 具有 周期 性 。 功 能 是 把 间隙 基因 确定 的 区 
域 进 一 步 分 化 成 体 节 。 成 对 规则 基因 的 表达 是 胚胎 出 现 分 节 的 最 早 标志 之 一 ， 
沿 前 -后 轴 形 成 一 系列 斑马 纹 状 的 表达 条 带 ,把 胚胎 分 为 预定 的 体 节 。 

重 玲 基因 (overlapping gene,nested gene) :具有 部 分 共用 核 苷 酸 序列 的 基 
因 , 即 同一 段 DNA 携带 了 两 种 或 两 种 以 上 不 同 蛋白 质 的 编码 信息 。 重 秋 的 部 分 
可 以 在 调控 区 ,也 可 以 在 结构 基因 区 。 常 见于 病毒 和 叭 菌 体 基因 组 中 。 

重组 种 系 理论 :是 有 关 生 物体 为 何 能 产生 上 百 万 种 Ig 分 子 的 假说 。 重 组 种 
系 理论 认为 ,V 区 和 C 区 不 同 片段 在 DNA 分 子 水 平 上 的 各 种 排列 组 合 是 形成 
Ig 分 子 多 态 的 根本 原因 。 

错 配 修复 (mismatch repair) :是 对 DNA 错 配 区 的 修复 ,通过 母 链 甲 基 化 原 
则 找 出 区 分 母 链 与 子 链 从 而 修正 子 链 上 错 配 的 碱 基 。 

销 义 突变 (missense mutation) :由 于 结构 基因 中 某 个 核 车 酸 的 变化 使 一 种 
氨基 酸 的 密码 变 成 男 一 种 氨基 酸 的 密码 。 


D 


代谢 物 阻 遇 效 应 (catabolite repression) :有 葡萄 糖 存在 时 ,不论 诱导 物 存 
在 与 否 ,操纵 子 都 没有 转录 活性 ,结构 基因 都 不 表达 。 

单 倍 型 (haplotype) :是 指 位 于 染色 体 上 某 一 区 域 的 一 组 相关 联 的 SNP 等 
位 位 点 。 

单 核 苷 酸 的 多 态 性 (single nucleotide polymorphism ,SNPs) : 单 核 甘酸 多 
态 性 指 在 基因 组 中 不 同 个 体 的 DNA 序列 上 的 单个 碱 基 差 异 。 同 一 位 置 上 的 每 
个 碱 基 类 型 叫做 一 个 等 位 位 点 。 

单 顺 反 子 mRNA (monocistronic mRNA ) :只 编码 一 个 蛋白 质 的 mRNA 称 
为 单 顺 反 子 mRNA。 

蛋白 激酶 :催化 ATP 的 y- 磷 酸 基 团 转移 到 蛋白 质 分 子 中 的 酶 。 

蛋白 质 磷酸 化 : 指 由 蛋白 质 激 酶 催化 的 把 ATP 或 GTP 上 y 位 的 磷酸 基 转 
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移 到 底 物 蛋白 质 氨基 酸 残 基 上 的 过 程 ,是 生物 体内 一 种 普遍 的 调节 方式 ,在 细 
胞 信号 转 导 的 过 程 中 起 重要 作用 。 

蛋白 质 乙 酸化 :在 乙酰 基 转 移 酶 的 作用 下 ,在 蛋白 质 特 定 的 位 置 添加 乙酰 
基 的 过 程 ,是 细胞 控制 基因 表达 蛋白质 活 性 或 生理 过 程 的 一 种 机 制 。 

蛋白 质 组 {proteome) 与 蛋白 质 组 学 (proteomics) :蛋白 质 组 是 指 一 个 基因 
组 所 表达 的 全 部 和 蛋白质, 而 蛋白 质 组 学 则 是 指 在 蛋白 质 组 水 平 上 研究 蛋白 质 的 
特征 ,包括 蛋白 质 的 表达 水 平 、 翻 译 与 修饰 .蛋白 与 蛋白 相互 作用 等 ,并 由 此 获 
得 关于 疾病 发 生 发展 及 细胞 代谢 等 过 程 的 整体 认识 。 

等 位 基因 (allele) : 指 位 于 一 对 同 源 染色 体 的 相同 位 置 上 控制 某 一 性 状 的 不 
同 拷贝 。 不 同 的 等 位 基因 产生 具有 遗传 特征 的 变化 ,例如 ,发 色 或 血型 等 。 等 位 
基因 控制 相对 性 状 的 显 隐 性 关系 及 遗传 效应 。 

等 位 排斥 与 同型 排斥 :淋巴 细胞 中 产生 免疫 球 蛋白 的 基因 位 于 两 条 同 源 染 
色 体 上 ,而 免疫 球 蛋 白 基因 的 表达 只 发 生 在 其 中 一 条 上 ,这 种 因为 一 条 染色 体 
上 的 基因 表达 而 抑制 男 一 条 染色 体 上 相同 基因 表达 的 现象 称 为 等 位 基因 排斥 。 
而 同型 排斥 则 是 指 B 淋巴 细胞 的 轻 链表 达 时 ,只 生成 一 种 链 (k 链 或 是 链 )， 
不 会 同时 表达 k 链 和 入 链 。 

等 位 位 点 :染色 体 DNA 同一 位 置 上 的 每 个 碱 基 类 型 叫做 一 个 等 位 位 点 。 

多 聚 A 位 点 (poly A 位 点 ) :在 多 聚 A 聚合 酶 的 催化 下 ,在 mRNA 前 体 3' 端 
接 上 一 个 约 200~250 个 腺 呆 叭 核 背 酸 (A) 的 尾巴 ,起 到 稳定 mRNA 的 作用 。 

多 顺 反 子 mRNA (polycistronic messenger RNA ) :一 种 能 作为 两 种 或 多 种 
多 肽 链 翻译 模板 的 信使 RNA ,由 DNA 链 上 的 邻近 顺 反 子 所 界定 。 


E 


二 组 分 系统 (two-component system) :由 位 于 细胞 质 膜 上 的 传 感 蛋 白 ( 该 
温 日 常常 具有 激酶 活性 ) 以 及 位 于 细胞 质 中 的 应 答 调节 蛋白 组 成 。 传 感激 酶 党 
在 受到 膜 外 环境 信号 刺激 时 被 磷酸 化 ， 并 将 其 磷酸 基 团 转 移 到 应 答 调节 蛋白 
上 ,使 该 磷酸 化 的 应 答 调节 蛋白 成 为 阻 遏 物 或 诱导 蛋白 ,通过 对 操纵 子 的 阻 过 
或 激活 作用 调控 下 游 基因 表达 。 


下 


翻译 {translation) : 指 将 mRNA 链 上 的 核 苷 酸 从 一 个 特定 的 起 始 位 点 开 
始 , 按 每 3 个 核 苷 酸 代 表 一 个 氨基 酸 的 原则 ,依次 合成 一 条 多 肽 链 的 过 程 。 

翻译 后 转运 机 制 (post-translational transiocation ) :蛋白 质 从 核糖 体 上 释 
放 后 才 发 生 转 运 。 

翻译 -转运 同步 机 制 (co-translational translocation) : 某 个 蛋白 质 的 合成 
和 转运 是 同时 发 生 的 。 

泛 素 、 泛 蛋白 (ubiquitin) :含有 高 度 保守 的 76 个 氨基 酸 的 序列 , 它 以 羧基 
基 团 连接 到 目标 蛋白 质 的 赖 氨 酸 残 基 的 e 位 氨基 上 ,其 主要 作用 是 起 始 蛋白 质 
的 降解 。 
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反 式 作用 因子 :是 指 能 直接 或 间接 地 识别 或 结合 在 各 类 顺 式 作用 元 件 核心 
序列 上 参与 调控 靶 基 因 转 录 效 率 的 蛋白 质 。 

非 核 背 酸 型 反 转 录 酶 抑制 剂 :该 类 化 合 物 可 与 病毒 的 反 转 录 酶 相 结合 , 通 
过 限制 该 酶 的 移动 性 而 影响 它 的 活性 ,终止 病毒 DNA 的 合成 。 

非 组 蛋白 :是 染色 体 中 除了 组 蛋白 之 外 的 结构 蛋白 。 

分 子 伴侣 (molecular chaperone) : 它 是 细胞 中 一 类 能 够 识别 并 结合 到 不 完 
全 折合 或 装配 的 强 白 质 上 以 帮助 这 些 多 肽 正确 折 肥 ,转运 或 防止 它们 聚集 的 蛋 
白质 ,其 本 身 不 参与 终 产物 的 形成 。 

负 控 诱导 :是 原核 生物 转录 调控 的 一 种 方式 , 当 阻 遏 物 不 与 效应 物 ( 诱 导 
物 ) 结 合 时 ,结构 基因 不 转录 。 

负 控 阻 遇 :是 原核 生物 转录 调控 的 一 种 方式 , 当 阻 过 物 与 效应 物 (诱导 物 ) 
结合 时 ,结构 基因 不 转录 。 

复制 叉 (replication fork) :复制 时 , 双 链 DNA 要 解 开 成 两 股 链 分 别 进行 
DNA 合 成 ,所 以 ,复制 起 点 呈 叉 子 形状 ,被 称 为 复制 叉 。 

复制 起 始点 (replication origin) :是 DNA 链 上 独特 的 具有 起 始 DNA 复制 
功能 的 碱 基 顺序 .大 肠 杆 菌 的 复制 起 点 包括 OriC 和 OriH ,OriC 是 首选 的 复制 起 
点 ,而 OriH 是 在 RNaseH 缺失 突变 株 中 发 现 的 一 系列 复制 起 点 。 

复制 子 (replicon) :单独 复制 的 一 个 DNA 单元 被 称 为 一 个 复制 子 , 它 是 一 
个 可 移动 的 单位 。 一 个 复制 子 在 任何 一 个 细胞 周期 只 复制 一 次 。 


G 


冈 崎 片段 (Okazaki fragment) :是 在 DNA 半 不 连续 复制 中 产生 的 长 度 
为 1 000~2 000 个 碱 基 的 短 的 DNA 片段 ,能 被 连接 形成 一 条 完整 的 DNA 链 。 

高 速 泳 动 蛋白 (high mobility group protein, HMG 蛋白 ) :是 一 类 能 用 低 盐 
溶液 抽 提 、 能 溶 于 2% 的 三 氯 乙酸 、 相 对 分 子 质 量 在 3.0x104 以 下 的 非 组 蛋白 , 因 
其 相对 分 子 质量 小 \ 在 凝 胶 电泳 中 迁移 速度 快 而 得 名 。 分 为 HMG1 和 HMG2 两 
大 类 。 这 类 和 蛋白 的 特点 是 能 与 DNA 结合 ,也 能 与 H, 作用 ,但 与 DNA 的 结合 并 
不 牢固 ,可 能 与 DNA 的 超 螺旋 结构 有 关 , 在 DNA 复制 和 重组 中 起 重要 作用 。 

果 蝇 :一 种 双 翅 目 昆 虫 , 其 幼虫 和 成 虫 依赖 于 正在 腐烂 的 果实 。 个 体 小 . 生 
命 周 期 快 , 繁 殖 容易 ,每 只 肉 虫 两 周 就 可 以 产生 约 300 个 后 代 。 此 外 , 果 蝇 细胞 
中 的 巨大 多 线 染 色 体 使 它 非常 适合 于 遗传 分 析 和 基因 定位 ,是 基因 与 发 育 领 域 
最 重要 的 模式 生物 之 一 。 


H 


核定 位 序列 (nuclear localization sequence,NLS) :蛋白质 中 的 一 种 常见 的 
结构 域 ,通常 为 一 短 的 氨基 酸 序列 , 它 能 与 人 核 载体 相互 作用 ,将 蛋白 质 运 进 细 
胞 核 内 。 

核 痛 酸 型 反 转 录 酶 抑制 剂 :其 结构 与 脱氧 核 苷 酸 类 似 , 多 为 双 脱氧 核 苷 衍 
生物 ,可 与 细胞 内 自由 核 苷 竟 争 性 地 结合 反 转 录 酶 ,终止 反 转 录 反 应 ,使 病毒 
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DNA 的 合成 受阻 。 

核 酶 (ribozyme) :是 一 类 具有 催化 活性 的 RNA 分 子 ,通过 催化 靶 位 点 RNA 
链 中 磷酸 二 酯 键 的 断裂 ,特异 性 地 前 切 底 物 RNA 分 子 , 从 而 阻 断 基 因 的 表达 。 

核 小 体 (nucleosome ) :是 染色 质 的 基本 结构 单位 ,由 大 约 200 bp 的 DNA 和 
组 蛋白 八 聚 体 及 外 围 H, 蛋白 所 组 成 。 

后 随 链 (lagging strand) :在 DNA 复制 过 程 中 ,与 复制 又 运动 方向 相反 的 方 
向 不 连续 延伸 的 DNA 链 被 称 为 后 随 链 或 滞后 链 。 

花 分 生 组 织 决定 基因 :这 类 基因 促进 从 花序 分 生 组 织 产 生花 分 生 组 织 并 进 
一 步 分 化 产生 花 器 官 原 基 , 但 产生 何 种 花 器 官 则 由 同 源 域 基因 所 控制 。 花 分 生 
组 织 决定 基因 可 以 在 一 定 程 度 上 激活 同 源 域 基因 。 
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基因 (gene) :产生 一 条 多 肽 链 或 功能 RNA 所 需 的 全 部 核 苷 酸 序列 。 

基因 表达 调控 (gene regulation ) ;所 有 生物 的 遗传 信息 ,都 是 以 基因 的 形式 
储存 在 细胞 内 的 DNA( 或 RNA) 分 子 中 , 随 着 个 体 的 发 育 ,DNA 分 子 能 有 序 地 将 
其 所 承载 的 遗传 信息 ,通过 密码 子 - 反 密码 子 系统 ,转变 成 蛋白 质 或 功能 RNA 
分 子 ,执行 各 种 生理 生物 化 学 功能 。 这 个 从 DNA 到 蛋白 质 或 功能 RNA 的 过 程 
被 称 为 基因 表达 ,对 这 个 过 程 的 调节 就 称 为 基因 表达 的 调控 。 

基因 表达 系列 分 析 技 术 (serial analysis of gene expression ,SAGE ) :是 一 
种 以 DNA 序列 测定 为 基础 定量 分 析 全 基因 组 表达 模式 的 技术 ,能够 直接 读 出 
任何 一 种 细胞 类 型 或 组 织 的 基因 表达 信息 。 在 转录 组 水 平 上 ,任何 长 度 超过 9~ 
10 个 碱 基 的 核 苷 酸 片段 都 可 能 代表 一 种 特异 性 的 转录 产物 ,因此 ,用 特定 限制 
性 核酸 内 切 酶 分 离 转录 产物 中 具有 基因 特异 性 的 9~10 个 碱 基 的 核 苷 酸 序列 并 
制 成 标签 ,将 这 些 序列 标签 连接 .克隆 .测序 后 ,根据 其 占 总 标签 数 的 比例 即 可 
分 析 其 对 应 编码 基因 的 表达 频率 。 

基因 捕获 (gene trapping) :是 检测 动 植物 细胞 中 基因 表达 和 基因 功能 的 手 
段 。 问 某 个 基因 组 中 系统 性 随机 导入 带 有 报道 基因 的 DNA 片段 ,就 可 能 在 破坏 
靶 基 因 功 能 (获得 新 的 表现 型 ) 的 同时 ,了 解 靶 基因 的 表达 模式 ,确定 被 破坏 基 
因 的 位 置 ,为 进一步 克隆 靶 基因 奠定 物质 基础 。 

基因 重 排 : 通 过 基因 的 转 座 或 DNA 的 断裂 错 接 等 形式 使 正常 基因 序列 发 
生 改 变 , 使 一 个 基因 从 远离 启动 子 的 地 方 移 到 距 它 较 近 的 位 点 从 而 启动 转录 。 

基因 定点 突变 (site-directed mutagenesis) :向 靶 DNA 片段 中 引入 所 需 的 
变化 ,包括 碱 基 的 添加 删除 或 改变 ,是 分 子 生物 学 研究 中 一 种 非常 有 用 的 手段 。 

基因 家 族 : 在 基因 组 进化 中 ,一 个 基因 通过 基因 重复 产生 了 两 个 或 更 多 的 
拷贝 ,这 些 基因 即 构成 一 个 基因 家 族 , 是 具有 显著 相似 性 的 一 组 基因 ,编码 相似 
的 蛋白 质 产物 。 

基因 克隆 (gene cloning) :在 分 子 生 物 学 上 ,人 们 把 将 外 源 DNA 插入 具有 
复制 能 力 的 载体 DNA 中 ， 转 人 宿主 细胞 使 之 得 以 永久 保存 和 复制 的 过 程 称 为 
基因 克隆 。 基 因 工 程 或 重组 DNA 技术 则 侧重 于 验证 上 述 过 程 所 获得 遗传 物质 
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新 组 合 在 宿主 细胞 内 的 表达 与 功能 鉴定 。 

基因 领域 效应 ; 当 两 个 基因 相距 太 近 时 ,往往 不 易 形成 有 利于 高 效 转 录 的 
空间 结构 。 因 此 ,基因 与 基因 之 间 的 间隔 距离 被 定义 为 “基因 领域 "*。 同 一 DNA 
链 上 两 个 具有 相同 转录 方向 的 基因 间隔 小 于 一 定 长 度 时 ,影响 有 效 转录 所 必需 
的 染色 质 结构 的 形成 ,从 而 使 这 两 个 基因 中 的 一 个 或 两 个 均 不 能 转录 或 转录 活 
性 显著 降低 , 既 产 生 了 所 谓 的 “基因 领域 效应 ”。 

基因 逆 除 (gene knock-out) 技 术 : 针 对 一 个 序列 已 知 但 功能 未 知 的 基因 ,从 
DNA 水 平 上 设计 实验 ,彻底 破坏 该 基因 的 功能 或 消除 其 表达 机 制 , 从 而 推测 该 
基因 的 生物 学 功能 。 

基因 组 DNA 文库 (cDNA/genomic DNA library) :是 某 一 生物 体 全 部 或 部 
分 基因 的 集合 。 将 某 个 生物 的 基因 组 DNA 或 cDNA 片段 与 适当 载体 在 体外 重 
组 后 ,转化 宿主 细胞 ,所 得 的 菌落 或 噬菌体 的 集合 即 为 该 生物 的 基因 组 DNA 或 
cDNA 文库 。 

基因 芯片 (DNA microarray) 技 术 : 把 大 量 已 知 或 未 知 序列 的 DNA 片段 点 
在 尼龙 膜 或 玻璃 片上 ,再 经 过 物理 吸附 作用 达到 固定 化 。 也 可 以 直接 在 玻璃 或 
金属 表面 进行 化 学 合成 ,得 到 寡 聚 核 苷 酸 芯片 。 将 芯片 与 待 研究 的 cDNA 或 其 
他 样品 杂交 ,经 过 计算 机 扫描 和 数据 处 理 , 便 可 以 观察 到 成 千 上 万 个 基因 在 不 
同 组 织 或 同一 组 织 不 同 发 育 时 期 或 不 同 生理 条 件 下 的 表达 模式 。 

基因 型 (genotype) 与 基因 分 型 {genotyping ) : 除 性 染色 体外 ,人 类 细胞 内 的 
染色 体 都 有 两 份 , 因 此 ,一 个 人 所 拥有 的 一 对 等 位 位 点 的 类 型 被 称 作 基因 型 . 事 
实 上 ,基因 型 也 可 以 泛 指 同一 基因 座位 上 多 个 等 位 位 点 的 类 型 。 确 定 某 个 体 基 
因 型 的 实验 就 称 为 基因 分 型 。 

基因 治疗 :基因 治疗 是 将 具有 治疗 价值 的 基因 , 即 “ 治 疗 基因 ”装配 于 带 有 
在 人 体 细 胞 中 表达 所 必 备 元 件 的 载体 中 , 导 作 人体 细胞 ,通过 靶 基因 的 表达 来 
治疗 遗传 疾病 。 基 因 治 疗 是 从 根本 上 治疗 遗传 病 的 唯一 途径 。 目 前 科学 界 关 注 
的 主要 问题 是 基因 治疗 的 有 效 性 .安全 性 和 质量 可 控 性 。 

基因 组 (genome) :生物 有 机 体 的 单 倍 体 细 胞 中 的 所 有 DNA ,包括 核 中 的 染 
色 体 DNA 和 线粒体 .叶绿体 等 亚 细 胞 器 中 的 DNA。 

间隙 基因 :参与 果 蝇 体 节 精细 结构 形成 的 基因 ,该 基因 最 初 在 整个 胚胎 中 
都 有 很 弱 的 表达 ,以 后 随 着 卵 裂 的 进行 而 逐渐 转变 成 一 些 不 连续 的 表达 区 带 。 

简 并 (degeneracy): 由 一 种 以 上 密码 子 编码 同一 个 氨基 酸 的 现象 ,对 应 于 
同一 氨基 酸 的 密码 子 称 为 同 义 密码 子 (synonymous codon ) 。 

浆 细胞 ; 即 抗体 分 泌 细 胞 ,是 B 淋巴 细胞 在 抗原 刺激 下 分 化 增殖 而 形成 的 
一 种 不 再 具有 分 化 增殖 能 力 的 终 末 细胞 。 在 分 化 过 程 中 获得 特有 的 浆 细胞 抗 
原 ,这 是 浆 细 胞 区 别 于 淋巴 细胞 的 主要 标志 ,可 合成 并 分 泌 抗 体 。 

酵母 人 工 染 色 体 (YAC) :迄今 为 止 容量 最 大 的 克隆 载体 , 插 人 片段 平均 长 
度 为 200~1 000 kb, 最 大 可 达 2 Mb, 用 于 构建 基因 组 文库 或 物理 图 谱 。 

校对 (proofreading) :在 复制 \ 转 录 或 翻译 过 程 中 校正 错误 的 机 制 ,包括 从 
正在 伸 长 的 核酸 或 蛋白 质 链 中 去 除 不 正确 摊 人 的 核 苷 酸 或 氨基 酸 , 并 以 正确 的 
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单元 取代 。 
聚合 酶 链 反 应 (polymerase chain reaction ,PCR ) :是 指 通过 模拟 体内 DNA 
复制 方式 在 体外 选择 性 地 将 DNA 某 个 特定 区 域 扩 增 出 来 的 技术 。 
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抗体 (antibody): 由 特异 性 免疫 途径 中 的 B 淋巴 细胞 合成 的 免疫 球 和 蛋白 ， 
能 够 识别 抗原 上 的 特定 位 点 。 

抗原 (antigen): 指 进 入 人 体 后 能 与 淋巴 细胞 产生 免疫 反应 的 任何 体外 物 
质 , 包 括 借 白 或 核酸 等 生物 大 分 子 。 病 原 体 进入 人 体 后 也 是 抗原 。 

抗原 呈 递 细胞 :是 免疫 应 答 起 始 阶段 的 重要 辅佐 细胞 ,有 多 种 类 型 ,可 有 效 
摄取 加工 和 呈 递 可 溶性 抗原 。 其 中 巨 噬 细 胞 分 布 最 广 ,是 处 理 抗原 的 主要 细胞 。 

抗 终止 因子 (anti-termination factor) ;能够 在 特定 位 点 阻止 转录 终止 的 一 
类 蛋白质 。 它 们 能 与 RNA 聚合 酶 结合 ,帮助 RNA 聚合 酶 越过 具有 茎 环 结构 的 
终止 子 继续 转录 目标 RNA 。 

可 译 框 架 、 可 读 框 {open reading frame,ORF ) :是 指 一 组 连续 的 含有 三 联 
密码 子 的 能 够 被 翻译 成 为 多 肽 链 的 DNA 序列 。 它 由 起 始 密码 子 开 始 ,到 终止 密 
码 子 结束 。 
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厘 摩 (centimorgan) :重组 频率 的 测量 单位 , 1 厘 摩 相 当 于 在 一 个 世代 中 ,由 
于 交换 而 使 一 个 遗传 位 点 标记 从 第 二 个 遗传 位 点 标记 中 分 离 出 来 的 可 能 性 是 
1%。 在 人 类 基因 组 中 ,1 厘 摩 大 约 相 当 于 100 万 个 碱 基 对 。 

淋巴 细胞 :是 白细胞 的 一 种 , 约 占 白细胞 总 数 的 1/4 ,直径 6~18 pm, 但 绝 大 
部 分 为 6-9 km 的 小 淋巴 细胞 , 核 圆 形 , 胞 浆 极 少 ,在 免疫 反应 过 程 中 起 重要 作 
用 。 按 其 在 体内 不 同 的 发 育成 熟 途径 ,可 分 为 TB 淋巴 细胞 两 大 类 ,其 中 依赖 于 
胸腺 的 称 T 淋 巴 细 胞 ,具有 细胞 免疫 功能 , 另 一 类 不 直接 依赖 于 胸腺 的 称 B 淋 
巴 细胞 ,具有 体液 免疫 功能 。 

轮 性 :金鱼 草拟 南 芥 等 植物 的 花 都 由 四 种 类 型 的 花 器 官 组 成 , 花 器 官 排列 
成 问心 的 圆 环形 , 称 作 轮 性 (whorl) 。 
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孟 德 尔 (Gregor Mendor ) :奥地利 修道 士 ,经 典 遗 传 学 创始 人 ,他 的 天 豆 杂 
交 试 验 可 能 是 遗传 学 历史 上 最 具有 传奇 色彩 并 且 最 引 人 人 胜 的 研究 成 果 ,是 遗 
传 学 的 葛 基 石 。 

免疫 共 沉 淀 (CO-Immunoprecipitation ,CO-IP); 当 细胞 在 非 变性 条 件 下 
被 裂解 时 ,完整 细胞 内 存在 的 许多 蛋白 质 -蛋白 质 间 的 相互 作用 被 保留 下 来 。 如 
果 用 蛋白 质 X 的 抗体 免疫 沉淀 X， 那 么 在 体内 与 X 结合 的 蛋白 质 Y 也 能 被 沉 
淀 下 来 。 

免疫 球 蛋 和 白 : 指 动物 体内 具有 抗体 活性 的 蛋白 质 ,主要 存在 于 血浆 中 ,也 可 
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见于 其 他 体液 .组 织 和 一 些 分 小 液 中 。 人 血浆 内 的 免疫 球 蛋 白 大 多 数 存 在 于 再 
种 球 蛋 白 (Yy- 球 蛋白 ) 中 。 可 分 为 五 类 ,其 中 IgG 是 最 主要 的 免疫 球 蛋 白 ,IgG 分 
子 由 4 条 肽 链 组 成 ,其 中 分 子 量 为 2.5 万 的 肽 链 称 为 轻 链 ,分 子 量 为 $ 万 的 肽 链 
称 为 重 链 。 轻 链 与 重 链 之 间 通 过 二 硫 键 相连 接 。 免 疫 球 蛋 白 是 机 体 受 抗原 (如 病 
原 体 ) 刺 激 后 产生 的 ,其 主要 作用 是 与 抗原 发 生 免疫 反应 ,生成 抗原 -抗体 复合 
物 ,从 而 阻 断 病原 体 对 机 体 的 危害 ,使 病原 体 失去 致 病 作 用 。 免疫 球 蛋 白 有 时 也 
有 致 病 作 用 ,临床 上 的 过 敏 症状 如 花粉 引起 的 支气管 痉挛 等 就 是 由 免疫 球 蛋 白 
引起 的 。 

模板 链 (template strand) : 指 DNA 双 链 中 能 作为 转录 模板 通过 碱 基 互补 原 
则 指导 mRNA 前 体 合成 的 DNA 链 ,又 称 反 义 链 (antisense strand) 。 

摩尔 根 (Thomas Morgan) :美国 著名 的 遗传 学 家 ,研究 果 蝇 的 可 遗传 突变 
机 制 ,首次 证 实 * 基 因 学 说 "。 

魔 斑 核 苷 酸 (magic spot nucleotide): 受 严 紧 控 制 的 细菌 生长 过 程 中 一 日 
缺乏 氨基 酸 供应 ,细菌 会 产生 一 个 应 急 反应 ,使 蛋白 质 和 RNA 的 合成 速率 迅速 
降下 来 。 魔 斑 核 苷 酸 指 的 就 是 此 过 程 中 由 大 量 GTP 合成 的 鸟 昔 四 磷酸 (ppGpp) 
和 乌 苷 五 磷酸 (pppGpp) ,它们 的 主要 作用 可 能 是 影响 RNA 聚合 酶 与 启动 子 结 
合 的 专 一 性 ,诱发 应 急 反 应 ,帮助 细菌 渡 过 难关 。 

母 源 影响 基因 : 果 蝇 卵子 发 育 时 , 孵 母 细胞 自身 的 细胞 核 不 具 转 录 活 性 ,而 
由 母 源 抚育 细胞 . 滤 泡 细 胞 和 脂肪 体 细胞 利用 自身 的 基因 和 细胞 资源 提供 遗传 
信息 和 营养 物质 ,然后 输入 到 卵 母 细 胞 中 。 这 些 被 输入 到 卵 母 细胞 的 基因 被 统 
称 为 母 源 影 响 基 因 。 
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内 含 子 的 变 位 剪接 ;在 高 等 真 核 生 物 中 ,内 含 子 通常 是 有 序 或 组 成 性 地 从 
mRNA 前 体 中 被 剪接 。 然 而 ,在 个 体 发 育 或 细胞 分 化 的 某 个 或 某 些 特定 阶段 可 
以 有 选择 性 地 越过 某 些 外 显 子 或 某 个 剪接 点 进行 RNA 剪接 ， 产 生出 组 织 或 发 
育 阶 段 特异 性 mRNA , 称 为 内 含 子 的 变 位 前 接 。 

凝 胶 涪 缓 实验 (DNA mobility shift assay,EMSA ) :是 一 种 检测 蛋白 质 和 
DNA 序列 相互 结合 的 技术 ,其 基本 原理 是 蛋白 质 可 以 与 未 端 标 记 的 核酸 探 针 结 
合 ,电泳 时 这 种 复合 物 比 没有 蛋白 结合 的 探 针 在 凝 胶 中 泳 动 速度 慢 ,表现 为 相 
对 滞后 。 该 方法 可 用 于 检测 DNA 结合 蛋白 .RNA 结合 蛋白 ,并 可 通过 加 入 特异 
性 的 抗体 来 检测 特定 的 蛋白 质 。 
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启动 子 {promoter): 与 基因 表达 启动 相关 的 顺 式 作用 元 件 , 是 结构 基因 的 
重要 成 分 。 它 是 一 段位 于 转录 起 始 位 点 5' 端 上 游 区 大 约 100~200bp 以 内 的 具有 
独立 功能 的 DNA 序列 ,能 活化 RNA 聚合 酶 ,使 之 与 模板 DNA 准确 地 相 结合 并 
具有 转录 起 始 的 特异 性 。 

前 导 链 (leading strand) :在 DNA 复制 过 程 中 ,与 复制 叉 运动 方向 相同 ,以 
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5 -3 “方向 连续 合成 的 链 被 称 为 前 导 链 。 

切除 修复 (excision repair) :DNA 损伤 的 一 种 修复 机 制 ,直接 切除 受 损伤 的 
一 条 DNA 片段 ,以 其 互补 链 为 模板 新 合成 DNA 来 取代 切除 的 受 损 片段 。 

禽 流 感 病毒 HSN1 型 :A 型 流感 病毒 根据 其 表面 血 凝 素 (H) 和 神经 氮 酸 酶 
(N ) 结 构 的 不 同 可 分 为 许多 亚 型 : 血 凝 素 (H) 有 15 个 亚 型 (H1-H15), 神 经 氨 酸 
酶 (N) 有 9 个 亚 型 (NI1-N9), 它 们 之 间 的 不 同 组 合 , 使 A 型 流感 病毒 出 现 许 多 亚 
型 (如 HIN1、H2N2、H5N12 等 ) ,理论 上 可 产生 135 种 不 同 的 病毒 亚 型 ,各 亚 型 
之 间 无 交互 免疫 力 。 禽 流感 病毒 H5N1 即 具有 第 5 亚 型 血 凝 素 (H) 和 第 1 亚 型 
神经 氨 酸 酶 (N ) 的 流感 病毒 。 

禽 流 行 性 感冒 (Avian influenza,AI) :简称 禽 流感 ,又 名 真 鸡 冶 .欧洲 鸡 瘟 、 
鸡 疫 等 ,是 由 A 型 流感 病毒 (Avian Influenza Virus,AIV) 引 起 的 呼吸 系统 病变 直 
到 全 身 败 血 症 的 一 种 高 度 急性 传染 病 。 鸡 、 火 鸡 , 鸭 等 家 禽 及 野 鸟 均 可 被 感染 。 
禽 流感 病毒 还 是 人 流感 病毒 株 形 成 的 最 大 的 基因 库 来 源 。 禽 流感 也 可 直接 感染 
人 ,对 人 类 的 公共 卫生 也 造成 了 相当 大 的 危害 。 
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人 类 免疫 缺陷 病毒 (HIV) :俗称 艾滋 病毒 (AIDS), 是 一 种 能 生存 于 人 的 血 
液 中 并 攻击 人 体 免疫 系统 的 病毒 ， 主 要 攻击 人 体 免疫 系统 中 重要 的 T4 淋巴 细 
胸 , 大 量 吞 噬 .破坏 T4 淋巴 细胞 ,从 而 使 得 整个 人 体 免 疫 系统 遭 到 破坏 ,最终 因 
丧失 对 各 种 疾病 的 抵抗 能 力 而 死亡 。 

人 禽 流 感 :又 称 人 禽 流行 性 感冒 ,是 由 禽 甲 型 流感 病毒 某 些 亚 型 中 的 毒 株 
引起 的 急性 呼吸 道 传染 病 。 

弱化 子 (attenuator) :是 指 原核 生物 操纵 子 中 能 显著 减弱 甚至 终止 转录 作 
用 的 一 段 核 苷 酸 序列 ,该 区 域 能 形成 不 同 的 二 级 结构 ,利用 原核 生物 转录 与 翻 
详 的 偶 联 机 制 对 转录 进行 调节 ， 
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上 游 启 动 子 元 件 (upstream promoter element,UPE): 将 TATA 区 上 游 的 
保守 序列 称 为 上 游 启 动 子 元 件 或 称 上 游 激活 序列 (upstream activating sequence, 
UAS ) 。 

神经 氨 酸 酶 (neuraminidase ,NA ) :一 种 糖苷 外 切 酶 ,是 禽 流感 病毒 表面 上 
的 两 种 主要 糖 蛋 白 之 一 ,可 从 a- 糖 背 键 上 除去 唾液 酸 残 基 , 对 病毒 的 释放 及 病 
毒 在 感染 细胞 周围 的 扩散 能 力 有 很 大 影响 。 此 外 ,神经 氨 酸 酶 也 是 禽 流 感 病毒 
中 的 重要 抗原 , 它 的 高 突变 频率 也 是 禽 流感 病毒 较 难 防治 的 原因 之 一 。 

叭 菌 体 (bacteriophage) :是 感染 细菌 的 病毒 。 烈 性 哈 菌 体 的 感染 最 终 导 臻 
宿主 细胞 裂解 ,而 温和 型 噬菌体 则 能 将 DNA 整合 到 宿主 细胞 染色 体 上 ,从 而 对 
宿主 造成 较为 长 期 的 影响 。 在 特定 条 件 下 两 者 可 以 转换 。 

吗 菌 体 展示 技术 (phage display) :将 编码 “诱饵 "的 DNA 片段 插入 鸣 菌 体 
基因 组 ,并 使 之 与 噬菌体 外 壳 蛋 白 编码 基因 或 其 他 结构 基因 相 融 合 , 用 该 重组 
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哈 菌 体 侵 染 宿主 细菌 ,复制 形成 大 量 带 有 杂 合 外 过 蛋白 (或 其 他 结构 蛋白 ) 的 只 
菌 体 颗粒 ,从 而 捕获 cDNA 表达 文库 中 与 “诱饵 "相互 作用 的 蛋白 质 。 

顺 反 子 (cistron) :功能 基因 , 意 为 通过 顺 式 ( 基 因 序 列 ) 及 反 式 (所 编码 的 蛋 
白质 ) 试 验 所 确定 的 一 个 遗传 学 单位 。 

顺 式 作用 元 件 : 存 在 于 基因 旁 侧 序 列 中 能 影响 基因 表达 的 序列 ,包括 启动 
子 \ 增 强 子 、 调 控 序 列 和 可 诱导 元 件 等 ,本 身 不 编码 任何 蛋白 质 , 仅 仅 提供 一 个 
作用 位 点 ,与 反 式 作用 因子 相互 作用 参与 基因 表达 调控 。 
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肽 酰 -tRNA (peptidy-~tRNA) : 指 在 蛋白 质 生物 合成 过 程 中 ,在 肽 键 合成 之 
后 ,连接 在 新 生 肽 链 上 的 tRNA 分 子 。 

肽 基 转 移 酶 (peptidyl transferase) :蛋白 质 合成 过 程 中 的 一 种 酶 , 它 催化 正 
在 延伸 的 多 肽 链 与 下 一 个 氨基 酸 之 间 形 成 肽 键 。 

体液 免疫 :在 体液 免疫 中 ,B 淋巴 细胞 首先 识别 外 源 致 病因 子 或 其 他 任何 
形式 的 抗原 ,通过 浆 细胞 ( 即 成 熟 B 淋巴 细胞 ) 分 刻 出 能 溶 于 血液 蛋白 质 中 的 免 
疫 球 蛋白 Ig。 这 些 被 称 作 抗 体 的 Ig 分 子 通过 特定 的 结合 位 点 与 抗原 形成 抗原 - 
抗体 复合 物 ,最 终 被 巨 噬 细 胞 所 吞噬 。 

同 工 tRNA(cognate tRNA) : 指 几 个 代表 相同 氨基 酸 能 够 被 一 个 特殊 的 氨 
酰 -tRNA 合成 酶 识别 的 tRNA。 

同 源 域 :与 生物 有 机 体 的 生长 .发育 和 分 化 密切 相关 ,广泛 存在 于 真 核 生物 
基因 组 内 编码 60 个 保守 氨基 酸 序 列 的 DNA 片段 。 

同 源 域 基因 : 果 蝇 发 育 过 程 中 决定 躯体 体 节 命运 的 基因 ,躯体 部 分 最 终 发 
育成 为 无 翅 的 前 胸 还 是 有 翅 的 中 胸 ,有 平衡 器 的 后 胸 还 是 腹部 体 节 都 由 该 组 基 
因 控 制 。 
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卫星 DNA (satellite DNA): 又 称 随 体 DNA。 因 为 真 核 细 胞 DNA 的 一 部 分 
是 不 被 转录 的 异 染 色 质 成 分 ,其 碱 基 组 成 与 主体 DNA 不 同 , 因 而 可 用 密度 梯度 
沉降 技术 如 氯 化 饮 梯度 离心 将 它 与 主体 DNA 分 离 。 卫 星 DNA 通常 是 高 度 串 联 
重复 的 DNA。 

无 义 突 变 (nonsense mutation) :在 DNA 序列 中 任何 导致 编码 氨基 酸 的 三 
联 密码 子 转变 为 终止 密码 子 (UAG .UGA 、UAA) 的 突变 , 它 使 蛋白 质 合成 提前 终 
止 , 合 成 无 功能 的 或 无 意义 的 多 肽 。 

物理 图 谱 (physical map) :利用 限制 性 内 切 酶 将 染色 体 切 成 片段 ,再 根据 重 
登 序 列 确 定 片段 间 连 接 顺 序 以 及 遗传 标志 之 间 的 物理 距离 ( 碱 基 对 ,bp) 或 千 碱 
基 对 (kb ) 或 兆 碱 基 对 (Mb) 的 图 谱 。 
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系统 生物 学 :是 研究 一 个 生物 系统 中 所 有 组 成 成 分 (基因 .mRNA .蛋白质 、 


0 
糖 .次 生 代谢 产物 等 ) 的 变化 规律 以 及 在 特定 遗传 或 环境 条 件 下 相互 关系 的 学 
科 。 系 统 生物 学 研究 通过 整合 各 组 分 的 信息 ,以 图 画 或 数学 方式 建立 能 描述 系 
统 结构 和 行为 的 模型 。 

细胞 免疫 :在 细胞 水 平 免疫 反应 中 ,抗原 受 体 细 胞 产生 类 似 Ig 的 分 子 , 紧 密 
结合 在 T 淋 巴 细胞 膜 表 面 的 受 体 分 子 上 。 抗体 分 子 与 受 体 的 专 一 性 结合 最 终 导 
致 整个 感染 细胞 被 降解 。 

细胞 因子 :是 细胞 分 泌 的 具有 生物 活性 的 小 分 子 和 蛋白 质 的 统称 。 在 很 多 情 
况 下 ,多 种 免疫 细胞 间 的 相互 作用 是 通过 细胞 因子 介 导 完 成 的 。 细 胞 因子 可 有 
多 种 名 称 ,如 单 核 巨 哄 细 胞 产生 单 核 因 子 , 淋 巴 细胞 产生 淋巴 因子 ,可 刺激 上 骨 骨 
干细胞 或 祖 细 胞 分 化 成 熟 的 细胞 因子 被 称 为 集落 刺激 因子 。 

细胞 转化 基因 (C-onc): 即 被 激活 的 原 癌 基 因 ,能 够 转化 NTH/3T3 成 纤维 
细胞 或 其 他 靶 细 胞 成 为 肿瘤 细胞 的 基因 ,也 称 癌 基 因 (oncogene )。 

细菌 人 工 染色 体 {BAC ) :科学 家 用 细菌 的 F 质粒 及 其 调控 基因 构建 的 细菌 
染色 体 克 降 载 体 ,常用 来 克隆 150 kb 左右 大 小 的 DNA 片段 。 

细菌 转化 (transformation) :是 指 一 种 细菌 菌株 由 于 捕获 了 来 自 另 一 种 供 
体 菌株 的 DNA 而 导致 性 状 特征 发 生 遗 传 改变 的 过 程 。 

小 分 子 干扰 核糖 核酸 (siRNA ,short interfering RNAs): 是 长 度 为 21~25 
个 核 苷 酸 的 双 链 小 分 子 RNA， 它 是 引发 转录 后 基因 沉默 中 序列 特异 性 的 RNA 
降解 的 重要 中 间 媒 介 。siRNA 具有 5' 端 磷酸 基 和 3' 端 羟基 ,两 条 链 的 3' 端 各 有 
两 个 碱 基 突 出 于 末端 ,在 转录 后 沉默 和 RNAi 的 过 程 中 ,siRNA 作为 识别 目标 基 
因 的 引导 物 。 

信号 识别 蛋白 (signal recognition protein,SRP): 由 6 种 紧密 结合 的 信号 
识别 蛋 日 质 与 一 个 长 约 300 核 苷 酸 的 7S RNA 分 子 形成 的 核糖 核 蛋 白 颗粒 ,能 
识别 核糖 体 上 新 合成 多 肽 链 的 前 导 序列 并 与 其 结合 ,将 核糖 体 .新 合成 肽 链 及 
言 号 识别 颗粒 导向 内 质 网 ,使 肽 链 的 翻译 及 转运 同时 进行 。 

信号 肽 (signal peptide) :在 起 始 密码 子 后 ,有 一 段 编 码 疏 水 性 氨基 酸 序列 
的 RNA 区 域 ,被 称 为 信号 肽 序列 , 它 负 责 把 蛋白 质 引导 到 细胞 内 不 同 膜 结构 的 
亚 细 胞 器 内 。 

序列 标签 位 点 (sequence tagged site) :序列 标记 位 点 (STSs) 指 基因 组 中 物 
理 位 置 已 被 确定 的 小 段 单 拷贝 序列 ,是 功能 基因 在 染色 体 上 位 置 的 标记 。 

血 凝 素 : 即 红血球 凝聚 素 ,是 流感 病毒 表面 的 一 类 蛋白 质 ,具有 很 高 的 突变 率 ， 
使 病毒 能 逃避 宿主 的 免疫 系统 并 具有 抗 药性 。 病 毒 依靠 它 与 宿主 细胞 表面 相 结 合 。 
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阴离子 多 聚 体 :是 一 种 表面 具有 常 正 电荷 的 氨基 基 团 的 多 聚 体 ,氨基 基 团 
可 与 DNA 的 磷酸 基 团 结合 发 生 电 性 中 和 ,将 DNA 吸附 而 使 其 不 易 被 核酸 酶 降 
解 , 并 可 防止 沉淀 ,从 而 提高 转 染 效率 。 

野生 型 和 突变 型 (wild-type and mutant) :生物 学 上 把 所 研究 的 基因 位 点 
未 发 生 改 变 的 生物 个 体 称 为 野生 型 ,把 所 研究 的 基因 位 点 发 生 遗 传 突变 的 生物 
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个 体 称 为 突变 型 。 因此 ,野生 型 和 突变 型 是 相对 的 ,甚至 可 能 根据 所 研究 目的 基 
因 的 不 同 而 发 生 转换 。 

移 码 突变 (frameshift mutation ) : 指 一 种 突变 ,其 结果 可 导致 核 苷 酸 序列 与 
相对 应 蛋白 质 的 氨基 酸 序列 之 间 的 正常 关系 发 生 改 变 。 移 码 突 变 是 由 删 去 或 捅 
入 一 个 核 苷 酸 的 “点 突变 "构成 的 ,突变 位 点 之 前 的 密码 子 不 发 生 改 变 ,但 突变 
位 点 以 后 的 所 有 密码 子 都 发 生变 化 ,编码 的 氨基 酸 出 现 错误 。 

移植 抗原 :在 不 同 种 属 或 同 种 不 同系 的 动物 个 体 间 进行 正常 组 织 移植 时 会 
出 现 排斥 ,是 供 者 与 受 者 组 织 不 相 容 的 反映 。 排斥 反应 本 质 上 是 一 种 免疫 反应 ， 
受 组 织 表面 的 同 种 异型 抗原 诱导 ,这 种 代表 个 体 特 异性 的 同 种 抗原 称 为 组 织 相 
容 性 抗原 或 移植 抗原 。 

遗传 密码 (codon) :mRNA 上 每 3 个 核 苷 酸 翻 译 成 多 肽 链 上 的 一 个 氨基 酸 ， 
这 3 个 核 苷 酸 就 称 为 一 个 密码 子 (三 联 子 密码 )。 

遗传 图 谱 (genetic map) : 某 一 物种 的 染色 体 图 谱 ( 或 称 连锁 图 谱 ) ,显示 全 
体 已 知 基因 和 /或 遗传 标记 的 相对 位 置 ， 而 不 是 它们 在 每 条 染色 体 上 特殊 的 物 
理 位 置 。 

乙肝 病毒 (HBV) :是 哮 肝 DNA 病毒 科 中 哺乳 动物 病毒 属 的 一 员 , 完整 的 乙 
型 肝炎 病毒 颗粒 直径 为 42nm, 又 名 Dane 颗粒 ,具有 双 层 核 过 结构 ,外壳 相 当 于 
包 膜 ， 含 有 乙 型 肝炎 病毒 表面 抗原 和 多 聚 人 血清 白 蛋 白 受 体 等 。 内 部 为 直径 
28nm 的 核心 颗粒 ,核心 颗粒 表面 含有 乙 型 肝炎 病毒 核心 抗原 (HBcAg) 和 乙 型 
肝炎 e 抗 原 (HBeAg) ,颗粒 内 部 有 乙 型 肝炎 病毒 的 DNA 和 DNA 聚合 酶 。 

引发 酶 (primase): 是 依赖 于 DNA 的 RNA 聚合 酶 ,其 功能 是 在 DNA 复制 
过 程 中 合成 RNA 引物 。 

引发 体 (primosome) :DNA 复制 过 程 中 引发 合成 每 个 冈 崎 片段 时 所 需 的 多 
蛋白 复合 物 ,包括 预 引发 蛋白 .具有 ATP 酶 活性 的 蛋白 质 以 及 引物 酶 。 引 发 体 
与 DNA 结合 后 由 引物 酶 合成 RNA 引物 并 合成 与 RNA 引物 相连 接 的 冈 崎 片 
段 。 引 发 体 沿 不 连续 合成 的 DNA 链 移动 ,其 移动 的 方向 与 RNA 及 DNA 的 合成 
方向 相反 。 引 发 体 移 动 需要 来 自 ATP 水 解 的 能 量 。 

引物 (primer) :是 指 一 段 较 短 的 单 链 RNA 或 DNA , 它 能 与 DNA 的 一 条 链 
配对 提供 游离 的 3'-OH 末端 以 作为 DNA 聚合 酶 合成 脱氧 核 苷 酸 链 的 起 始点 . 

原 病毒 :逆转 录 病 毒 侵 人 宿主 细胞 后 ,首先 利用 自身 携带 的 逆转 录 酶 合成 
出 与 本 身 RNA 基因 组 互补 的 DNA ,再 利用 宿主 细胞 的 DNA 聚合 酶 指导 合成 出 
男 一 DNA 链 , 以 双 链 DNA 形式 整合 到 宿主 细胞 基因 组 中 。 被 整合 的 反 转 录 病 
毒 DNA 分 子 就 称 为 原 病毒 。 

原 位 杂交 (in situ hybridization,ISH) :是 用 标记 的 核酸 探 针 ,经 放射 自 显 
影 或 非 放 射 检测 体系 ,在 组 织 .细胞 及 染色 体 水 平 上 对 核酸 进行 定位 和 相对 定 
量 研究 的 一 种 手段 。 通 常 分 为 RNA 原 位 杂交 和 染色 体 原 位 杂交 两 大 类 。 


Z 
载体 (vector) :能 将 外 源 DNA 或 基因 片段 携带 入 宿主 细胞 内 的 一 个 具有 自 


名 词 解释 > 


主 复制 能 力 的 DNA 分 子 。 

增强 子 (enhancer): 能 提高 转录 起 始 效 率 的 序列 被 称 为 增强 子 或 强化 子 。 
增强 子 可 位 于 转录 起 始点 的 5 或 3 末端 ,而 且 一 般 与 所 调控 的 靶 基 因 的 距离 
无 关 。 

脂 质 体 : 脂 质 体 是 具有 双 层 膜 的 封闭 式 粒 子 ,它们 能 促进 极 性 大 分 子 穿 透 
细胞 膜 。 根据 脂 质 体 包 于 DNA 的 方式 不 同 可 将 脂 质 体 分 为 阳离子 脂 质 体 、 阴 离 
子 脂 质 体 .pH 敏感 上 脂 质 体 及 融合 脂 质 体 等 。 

指导 RNA (guide RNA) :原生 动物 及 植物 线粒体 中 进行 RNA 编辑 所 需 的 
RNA 序列 ,是 与 已 正确 编辑 的 RNA 序列 互补 的 一 小 段 RNA ,被 用 来 作为 向 未 
经 编辑 的 RNA 中 插入 碱 基 的 模板 。 

中 心 法 则 (central dogma) :由 克 连 克 首 次 提出 的 遗传 信息 传递 规律 ,该 法 
则 阐明 了 DNA 复制 .RNA 转录 以 及 翻译 产生 蛋白 质 在 生命 过 程 中 的 核心 地 位 。 

种 系 类 型 :在 生殖 细胞 或 不 表达 抗体 基因 的 体 细 胞 中 ,免疫 球 蛋 白 的 V 基 
因 和 C 基因 在 染色 体 上 呈 分 隔 独立 排列 的 结构 ， 这 种 排列 类 型 被 称 为 种 系 类 
型 。 在 有 效 表 达 抗 体 基 因 的 免疫 细胞 中 发 生 重 排 。 

转录 单元 {transcription unit) :是 一 段 可 被 RNA 聚合 酶 转录 成 一 条 连续 
mRNA 链 的 DNA ,包括 转录 起 始 和 终止 信号 。 一 个 简单 的 转录 单位 只 携带 合成 
一 种 蛋白 的 信息 ,复合 转录 单位 可 携带 不 止 一 种 蛋白 质 分 子 的 信息 。 

转录 起 始 位 点 {transcription initiation site) :是 指 与 新 生 RNA 链 第 一 个 核 
苷 酸 相 对 应 DNA 链 上 的 碱 基 位 点 ,通常 为 哇 崔 。 常 把 起 点 前 , 即 $' 示 端的 序列 
称 为 上 游 (upstream) ,而 把 其 后 面 即 3 末端 的 序列 称 为 下 游 (downstream ) 。 

转 座 、 移 位 {transposition) :遗传 信息 从 一 个 基因 座 转移 至 另 一 个 基因 座 的 
现象 称 为 基因 转 座 , 是 由 可 移 位 因子 (transposable element) 介 导 的 遗传 物质 重 排 。 

转 座 子 (transposon,Tn) :是 存在 于 染色 体 DNA 上 可 自主 复制 和 位 移 的 基 
本 单位 。 参 与 转 座 子 易 位 及 DNA 链 整 合 的 酶 称 为 转 座 酶 。 

自主 复制 序列 (autonomously replicating sequences,ARS) ， 是 酵母 DNA 
复制 的 起 点 ,长 约 150 bp 左右 ,包括 数 个 复制 起 始 必需 的 保守 区 。 不 同 ARS 序 
列 的 共同 特征 是 有 一 个 被 称 为 A 区 的 11bp 的 保守 序列 。 

阻 遏 蛋白 (repressor) :是 指 转录 调控 系统 中 调节 基因 表达 产物 丰 度 的 蛋白 
质 , 其 作用 部 位 往往 是 操纵 子 的 操纵 区 ,起 着 阻止 结构 基因 转录 的 作用 。 

组 蛋白 (histones) :是 保守 的 DNA 结合 蛋白 ,是 染色 体 的 结构 蛋白 ,分 为 
Hl .H2A .H2B 、.H3 及 H4 五 种 ,与 DNA 共同 组 成 真 核 生物 染色 质 的 基本 单位 核 
小 体 。 

组 织 相 容 性 复合 体 (MHC) :能 引起 强 而 迅速 的 排斥 反应 的 抗原 称 为 主要 
组 织 相 容 性 抗原 ,其 编 色 基因 是 一 组 紧密 连锁 的 基因 群 , 称 为 主要 组 织 相 容 性 
复合 体 。 
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